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Nota sobre la naturaleza de la ciencia 


En este siglo XXI, una educación científica típica deja a 
menudo sin manifestar las bases filosóficas de la ciencia 
o confía en definiciones muy simplificadas. Dado que 
contempla realizar una carrera científica puede serle 
útil considerar una vez más los términos ciencia, cien- 
tífico y método científico. 

La ciencia es tanto una forma de pensar sobre el 
mundo natural como la suma de la información y la teo- 
ría resultantes de tal manera de pensar. El poder y el 
éxito de la ciencia fluyen directamente de su dependen- 
cia de las ideas que se pueden comprobar: información 
sobre los fenómenos naturales que se pueden observar, 
medir y reproducir y teorías que tienen un valor predic- 
tivo. El progreso de la ciencia se asienta en un supuesto 
fundacional que, a menudo, no está explicitado pero que 
es crucial para la empresa: que las leyes que gobiernan 
las fuerzas y fenómenos del universo no están sujetas a 
cambio. El premio Nobel Jacques Monod se refirió a este 
supuesto básico como el “postulado de la objetividad”. 
Se puede comprender, por tanto, el mundo natural al 
aplicar un proceso de investigación: el método científico. 
La ciencia no tendría éxito en un universo que nos hicie- 
se trampas. Aparte del postulado de la objetividad, la 
ciencia no hace suposiciones inviolables acerca «del 
mundo natural. Una idea científica útil que (1 
sido o se puede sustanciar de manera frao 
puede utilizar para predecir con precisi s fe 
menos y (3) se centra en el mundo natural o el universo. 

Las ideas científicas adoptan muchas formas. Los 
términos utilizados por los científicos para descrihir 
estas formas tienen significados muy diferentes de los 
utilizados por los no científicos. Una hipótesis es una 
idea o presunción que proporciona una explicación 
razonahle y comprobable para una o más observaciones, 
pero puede carecer de una verificación experimental 
extensa. Una teoría científica es mucho más que una 
intuición. Es una idea que se ha verificado en cierta 
medida y que proporciona una explicación para un con- 
junto de observaciones experimentales. Una teoría se 
puede comprobar y puede servir de base de nuevos 
avances e innovaciones. Cuando una teoría científica se 
ha comprobado de manera repetida y validada en 
muchos frentes puede ser aceptada como un hecho. 

En un sentido importante, lo que constituye la cien- 
cía o una idea científica viene definido por el hecho de 
haberse publicado o no en la literatura científica des- 
pués de una evaluación por pares, es decir, otros cientí- 
ficos activos. Hacia finales de 2014, alrededor de 34.500 
revistas científicas en todo el mundo, revisadas por 
expertos, publican alrededor de 2,5 millones de artícu- 


los cada año, una rica cosecha de información que es 


propiedad, desde el nacimiento, de todo ser humano. 
Los científicos son personas que aplican de mane- 
ra rigurosa el método científico para entender el mundo 
natural. El solo hecho de poseer un título superior en 
una disciplina científica no hace a uno científico, ni la 
falta de tal título inpide que uno pueda hacer contribu- 
ciones científicas importantes. Un científico ha de estar 


dispuesto a poner en duda cualquier idea cuando lo 
piden nuevos descubrimientos. Las ideas aceptadas por 
un científico han de basarse en observaciones medibles 
y reproducibles y el científico ha de exponer estas 
observaciones con total honestidad. 

El método científico es una colección de caminos 
que llevan, todos ellos, al descubrimiento cient*ico. El 
científico plantea una hipótesis y la somete a la prueba 
experimental. Gran parte de los procesos con los que tra- 
bajan los bioquímicos se descubrieron así. La estructura 
del DNA deducida por James Watson y Francis Crick con- 
dujo a la hipótesis de que el apareamiento de bases es el 
fundamento de la transferencia de información en la sínte- 
sis de polinucleótidos. Esta hipótesis ayudó a inspirar el 
descubrimiento de las DNA y RNA polimerasas. 

Watson y Crick produjeron su estructura del DNA a 
través de un proceso de construcción de modelos y cál- 
culos. No había experimentos reales, aungue para los 
cálculos y la construcción de modelos utilizaron datos 
obtenidos por otros científicos. Muchos científicos aven- 
tureros han aplicado el proceso de exploración y obser- 
vación como vía para el descubrimiento. Viajes históricos 
de descubrimientos (viaje de Charles Darwin de 1831 en 
el H.M.S. Beagle entre ellos) ayudaron a cartografiar el 
planeta, catalogar sus habitantes y cambiar nuestra visión 


A . Los científicos modernos siguen un camino 


do exploran las profundidades oceánicas o 
lanzan sondas a otros planetas. Un análogo de la hipótesis 
y experimento es la hipótesis y deducción. Crick razonó 
que ha de existir una molécula adaptadora que facilite la 
traducción de la información del RNA mensajero en pro- 
teína. Esta hipótesis llevó al descubrimiento del RNA de 
transferencia por Mahlon Hoagland y Paul Zamenick, 

Pero, además, la casualidad juega, a menudo, un 
papel. El descubrimiento de la penicilina por Alexander 
Fleming en 1928 y de los catalizadores RNA por Thomas 
Cech a principios de la década de 1980, fueron descubri- 
mientos por azar, si bien eran científicos bien preparados. 
La ¿mspiración también puede llevar a avances impor- 
tantes. La reacción en cadena de la polimerasa (PCR), 
hoy una parte central de la biotecnología, fue desarrolla- 
da por Kary Mullis tras un destello de inspiración durante 
un viaje por carretera en el norte de California en 1983. 

Estas rutas distintas para el descubrimiento científi- 
co pueden parecer muy diferentes pero tienen varias 
cosas en común. Se centran en el mundo natural. Con- 
fían en la observación reproducible y/o el experimen- 
to. Todas las ideas, conocimientos y heehos experimen- 
tales que surgen de estos esfuerzos se pueden compro- 
bar y reproducir por científicos de cualquier parte del 
mundo. Todas pueden ser utilizadas por otros científicos 
para construir nuevas hipótesis y realizar nuevos descu- 
brimientos. Todas conducen a información que se inclu- 
ye adecuadamente en el campo de la ciencia. Conocer 
nuestro universo requiere trabajo duro pero no hay 
esfuerzo humano más interesante y potencialmente gra- 
tificante que probar y, en ocasiones conseguir, entender 


alguna parte del mundo natural. 


Prólogo 


on la aparición de tecnologías cada vez más 

potentes que proporcionan visiones de proce- 

sos moleculares a nivel celular y de organismo, 
el progreso en bioquímica continúa rápidamente, pro- 
porcionando nuevas maravillas y nuevos retos. La ima- 
gen de nuestra cubierta muestra un espliceosoma, una 
de las máquinas moleculares de mayor tamaño en una 
célula eucariótica, que solo ahora ha sido posible some- 
ter a análisis estructurales modernos. Es un ejemplo de 
nuestro conocimiento actual de la vida a nivel estructu- 
ral molecular. La imagen es una instantánea a partir de 
un conjunto complejo de reacciones, con una mejor 
focalización que no se había logrado nunca. Pero en la 
célula, solo es uno de los múltiples pasos conectados 
espacial y temporalmente a muchos otros procesos 
complejos que permanecen sin resolver y que, finalmen- 
te, podrían aparecer en ediciones futuras. Nuestro obje- 
tivo en esta séptima edición de Principios de Bioquí- 
mica de Lehninger, es, como siempre, conseguir un 
equilibrio: incluir nuevos y atractivos descubrimientos 
de investigación sin que el libro se haga pesado para los 
estudiantes. El criterio primordial para la inclusión de 
un avance es que el nuevo descubrimiento ayude a ilus- 
trar un principio de bioquímica importante. 

Con cada revisión de este libro de textom hemos 
intentado mantener las cualidades que ieron (de 
texto original de Lehninger un clásico: escrit elo al 
explicaciones cuidadosas de conceptos difíciles y comu- 
nicación a los estudiantes sobre la forma en la que la 
bioquímica es entendida y practicada en la actualidad. 
Hemos escrito conjuntamente este texto y enseñado 
juntos la bioquímica general durante tres décadas. 
Nuestros miles de estudiantes en la Universidad de Wis- 
consin-Madison durante estos años han sido una fuente 
inagotable de ideas sobre cómo presentar la bioquímica 
con mayor claridad; nos han ilustrado e inspirado. Espe- 
ramos que esta séptima edición de Lehninger también 
ilustrará e inspirará a los actuales estudiantes de bioquí- 
mica de todas partes y quizás lleve algunos a amar la 
bioquímica tal como la amamos nosotros. 


NUEVO Ciencia de vanguardia 


Entre los temas nuevos y puestos al día en esta edición 
se cuentan: 


M Células sintéticas y genómica de enfermedades 
(Capítulo 1) 


© Segmentos proteicos intrínsecamente desordena- 
dos (Capítulo 4) y su importancia en señalización (Capí- 
tulo 12) 


M Cinética enzimática del estado pre-estacionario 
(Capítulo 6) 


WE Anotación génica (Capítulo 9) 


Territorios 


cromosómicos Poro nuclear 


Compartimiento ] a 
intercromatinico 


Organización cromosómica en el núcleo eucariótico 


Edición de genes con CRISPR (Capítulo 9) 
Tráfico y dinámica en membranas (Capítulo 11) 
Funciones adicionales del NADH (Capítulo 13) 


Complejo de la celulosa sintasa (Capítulo 20) 


Mi Mediadores especializados pro-resolución (Capí- 
tulo 21) 


- EE Hormonas peptídicas; incretinas y glucosa sanguí- 


nea; irisina y ejercicio (Capítulo 23) 
Mi Territorios cromosómicos (Capítulo 24) 


Ml Nuevos detalles sobre la replicación del DNA euca- 
riótico (Capítulo 25) 


E Rotura del casquete; estructura del espliceosoma 
(Capítulo 26) 


Photos: (a) Pr. G. Giménez-Martin/Science Source. (b) Karen Meaburn and Tom Misteli/National Cancer Institute. 


Photo: © Alberto Bartesaghi, PhD. 


E Rescate de ribosomas; puesta al día en edición del 
RNA (Capítulo 27) 


E Nuevas funciones de los RNA no codificantes (Capí- 
tulos 26, 28) 


WE Motivo de reconocimiento de RNA (Capítulo 28) 


NUEVO Herramientas y tecnología 


Las herramientas emergentes de la bioilogía de sistemas 
continúan transformando nuestro conocimiento de la 
bioquímica. Entre ellas se incluyen nuevos métodos de 
laboratorio y grandes bases de datos públicas, que son 
actualmente indispensables para los investigadores. 
Nuevas en esta edición de Lehninger bio de 
Bioquímica 


E Los métodos de secuenciación de DNA de nueva 
generación incluyen ahora las plataformas de secuen- 
ciación por ion semiconductor (lon Torrent) y secuen- 
ciación en tiempo real de molécula única (SMRT). La 
discusión del texto sigue ahora la descripción de la 
secuenciación clásica de Sanger (Capítulo 8) 


E La edición génica por CRISPR es una de las muchas 
actualizaciones en la discusión de la genómica (Capítulo 8) 


MB” La base de datos LIPID MAPS y el sistema de clasi- 
ficación de lípidos se incluyen en la Te s 
lipidómica (Capítulo 10) 


Estructura de la proteina chaperona GroEL determinada por 
crio-microscopia electrónica 


Prólogo iX 


E Se describe la crio-microscopia electrónica (Capí- 
tulo 19) 


E El perfil ribosómico para determinar qué genes se 
traducen en un momento determinado, y muchas tec- 
nologías relacionadas, se incluyen para ilustrar la versa- 
tilidad y potencia de la secuenciación de DNA (Capí- 
tulo 27) 


E Fuentes de datos por internet tales como NCBI, 
PDB, SCOP2, KEGG y BLAST, mencionadas en el texto, 
(Capítulo 27), se muestran en la literatura com referen- 
cia de fácil acceso 


NUEVO Consolidación del metabolismo 
vegetal 


Todo el metabolismo de plantas está ahora consolidado 
en un solo capítulo, Capítulo 20, separado de la fosfori- 
lación oxidativa, en el Capítulo 19. El Capítulo 20 inclu- 
ye la síntesis de ATP impulsada por la luz, la fijación del 
carbono, la fotorrespiración, el ciclo del glioxilato, la 
síntesis de almidón y celulosa y los mecanismos regula- 
dores que aseguran la integración de todas estas activi- 
dades en el conjunto de la planta. 


Regiones transmembrana tipo 
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en el córtex 
de una célula 


largo de la membrana plasmática 


Modelo para la síntesis de celulosa 


NUEVO Conocimientos y aplicaciones 
médicas 


Este icono se utiliza a lo largo de todo el libro 

para indicar material de interés médico especial. 
Como profesores, nuestro objetivo es que los estudian- 
tes aprendan bioquímica y entiendan su importancia 
para una vida y un planeta más sanos. Muchas seccio- 
nes exploran lo que sabemos acerca de los mecanismos 
moleculares de la enfermedad. Algunas de las aplica- 
ciones médicas nuevas o actualizadas de esta edición 
son: 


Photo: € Courtesy Dr Candace H. Haigler, North Carolina State 
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E ACTUALIZADO Lactasa e intolerancia a ár s 
(Capítulo 7) 


MW NUEVO Síndrome de Guillain-Barré y gangliósidos 
(Capítulo 10) 


WM NUEVO Proyecto del arroz dorado para prevenir 
enfermedades por carencia de vitamina A (Capítulo 10) 


ACTUALIZADO Transportadores de resistencia 
multifármaco y su importancia en medicina clínica 
(Capítulo 11) 


E NUEVO Conocimientos sobre la fibrosis cística y su 
tratamiento (Capítulo 11) 


M ACTUALIZADO Progresión de múltiples pasos 
hacia el cáncer colorrectal (Capítulo 12) 


E NUEVO Cribado de acil-carnitina en recién nacidos 
para el diagnóstico de enfermedad mitocondrial (Capí- 
tulo 17) 

E NUEVO Enfermedades mitocondriales, donación 
mitocondrial e “hijos de tres padres” (Capítulo 19) 


E ACTUALIZADO Metabolismo del colesterol, for- 
mación de placas y aterosclerosis (Capítulo 21) 


E ACTUALIZADO Enzimas citocromo P-450 e inte- 
racciones entre fármacos (Capítulo 21) 


E ACTUALIZADO Toxicidad del amoníaco en el 
cerebro (Capítulo 22) 


E NUEVO Xenobióticos como disruptores endocri- 
nos (Capítulo 23) 


Tema especial: Integración del meta- 
bolismo, obesidad y la diabetes 


La obesidad y sus consecuencias médicas, entre ellas 
enfermedades cardiovasculares y diabetes, se está con- 
virtiendo rápidamente en una epidemia en el mundo 
industrializado, por lo que a lo largo de esta edición se 
incluye nuevo material sobre las conexiones bioquími- 
cas entre obesidad y salud. Centrarnos en la diabetes 
proporciona un tema integrador a lo largo de los capítu- 
los sobre el metabolismo y su control. Algunos de los 
temas que destacan la interrelación de metabolismo, 
obesidad y diabetes son: 


W Acidosis en diabetes no tratada (Capítulo 2) 


E Plegamiento defectuoso de proteínas, deposición de 
amiloide en el páncreas y diabetes (Capítulo 4) 


E ACTUALIZADO Glucosa sanguínea y hemoglobina 
glucada en el diagnóstico y en el tratamiento de la dia- 
betes (Recuadro 7-1) 


E Productos finales de la glucación avanzada (AGE); 
su papel en la patología de la diabetes avanzada 
(Recuadro 7-1) 


E Transporte defectuoso de glucosa y agua en dos 
formas de diabetes (Recuadro 11-1) 


E NUEVO Transportador Na" -glucosa y utilización de 
iflozinas en el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 


i 


eficiencia en la captación de glucosa en la diabetes 
tipo 1 (Capítulo 14) 


E MODY: una forma rara de diabetes (Recuadro 15-3) 


E Los cuerpos cetónicos se producen en exceso en la 
diabetes y en la inanición (Capítulo 17) 


E NUEVO Degradación de aminoácidos: el metil- 
glioxal contribuye a la diabetes tipo 2 (Capítulo 18) 


M Una forma rara de diabetes es resultado de defectos 
en las mitocondrias de las células 4 del páncreas (Capí- 
tulo 19) 


MM Gliceroneogénesis estimulada por tiazolidinadionas 
en la diabetes tipo 2 (Capítulo 21) 


MM Papel de la insulina para contrarrestar la glucosa 
sanguínea elevada (Capítulo 23) 


E Secreción de insulina por células 4 pancreáticas 
en respuesta a cambios en la glucosa sanguínea (Capí- 
tulo 23) 


© Cómo se descubrió y purificó la insulina (Recua- 
dro 23-1) 


E NUEVO Proteína quinasa activada por AMP en el 
hipotálamo e integración de señales hormonales del 
intestino, músculo y tejidos adiposos (Capítulo 23) 


MW ACTUALIZADO Papel de mTORCI en la regula- 
ción del crecimiento celular (Capítulo 23) 


E NUEVO Adiposo marrón y beige como tejidos ter- 
mogénicos (Capítulo 23) 


MW NUEVO Ejercicio, estimulación de la liberación de 
irisina y pérdida de peso (Capítulo 23) 


E NUEVO Comportamiento alimentario a corto plazo 
influido por grelina, PYY, y cannabinoides (Capítulo 
23) 


E NUEVO Papel de simbiontes microbianos en el 
intestino que influyen en el metabolismo energético y 
en la adipogénesis (Capítulo 23) 


E insensibilidad tisular a la insulina en la diabets tipo 
2 (Capítulo 23) 


E ACTUALIZADO Tratamiento de la diabetes tipo 2 
con dieta, ejercicio, medicación y cirugía (Capítulo 23) 


Tema especial: Evolución 


Cada vez que un bioquímico estudia una ruta de desa- 
rrollo en nemátodos, identifica partes clave del sitio 
activo de un enzima al determinar qué partes están 
conservadas entre las especies, o busca el gen que está 
en la base de una enfermedad genética, lo hace confian- 
do en la teoría evolutiva. Las agencias de financiación 
de la investigación apoyan el trabajo en nemátodos 
porque saben que los nuevos conocimientos serán de 
importancia para los humanos. La conservación de resi- 
duos funcionales en el sitio activo de un enzima nos 
indica la historia compartida de todos los organismos 


del planeta. Más a menudo que no, la e de 
gen responsable de una enfermedad es 
cicio de filogenética. La evolución es, d 


concepto básico para nuestra disciplina. ab de las 
muchas áreas que contempla la bioquímica desde un 
punto de vista evolutivo son 


E Cambios en las instrucciones hereditarias que per- 
miten la evolución (Capítulo 1) 


E Orígenes de biomoléculas en la evolución química 
(Capítulo 1) 

E RNA o precursores de RNA como primeros genes y 
catalizadores (Capítulos 1, 26) 

Mi Cronología de la evolución biológica (Capítulo 1) 


W Utilización de combustibles inorgánicos por las pri- 
meras células (Capítulo 1) 


E Evolución de los eucariotas a partir de células más 
sencillas (teoría endosimbióntica) (Capítulos 1, 19, 20) 


© Secuencias de proteínas y árboles evolutivos (Capí- 
tulo 3) 

E Papel de la teoría de la evolución en las comparacio- 
nes de estructuras de proteínas (Capítulo 4) 


E Evolución de la resistencia a los antibióticos en las 
bacterias (Capítulo 6) 


E Explicación evolutiva por la que los nucleótidos de 
adenina son componentes de muchos coenzimas (Capí- 
tulo 8) 


MM Genómica comparativa y evolución humana (Capí- 
tulo 9) 


Prólogo xi 


Alimentación 


$ Glucosa —> 


62) <—Leptina 
6%) € — Insulin 
6%) <- -— Tiroxina 


Adiponectina -> 
Grelina —> 


Regulación del comportamiento alimentario 


MB” Utilización de la genómica para conocer los ances- 
tros de los neandertales (Recuadro 9-3) 


ag Relaciones evolutivas entre ATPasas tipo Y y tipo F 
GRA 


At TON tias universales de los sistemas GPCR 
(Capítulo 12) 


MB Divergencia evolutiva de los enzimas de la $-oxida- 
ción (Capítulo 17) 


E Evolución de la fotosíntesis oxigénica (Capítulo 20) 


E NUEVO Presencia de orgánulos, núcleos incluidos, 
en bacterias plantomices (Recuadro 22-1) 


© Papel de los transposones en la evolución del siste- 
ma inmune (Capítulo 25) 


E Origen evolutivo común de transposones, retrovirus 
e intrones (Capítulo 26) 


E Discusión consolidada sobre la hipótesis del mundo 
RNA (Capítulo 26) 


Símbolos de calidad de la enseñanza 
del Lehninger 


Los estudiantes que entran por primera vez en contac- 
to con la bioquímica a menudo tienen dificultades con 
dos aspectos clave del curso: enfrentarse con los pro- 
blemas cuantitativos y utilizar lo que han aprendido en 
química orgánica para que les ayude a comprender la 
bioquímica. Esos mismos estudiantes también han de 
aprender un lenguaje complejo, con convenciones que, 
a menudo, pasan sin mencionarse explícitamente. Para 
ayudar a los estudiantes a salir adelante con todos 


xii Prólogo 


estos retos proporcionamos las siguientes ayudas para 
el estudio: 


Interés sobre la lógica química 


E Sección 13,2, Lógica química y reacciones bio- 
químicas comunes discute los tipos de reacciones 
bioquímicas comunes que constituyen la base de todas 
las reacciones metabólicas lo que ayuda a los estudian- 
tes a conectar la química orgánica con la bioquímica. 


MM Figuras de lógica química ponen de relieve la 
conservación de mecanismos e ilustran patrones que 
facilitan el aprendizaje de las rutas. Las figuras de lógica 
química aparecen en cada una de las rutas metabólicas 
centrales, entre ellas glucólisis (Fig. 14-3), ciclo del 
ácido cítrico (Fig. 16-7) y oxidación de los ácidos grasos 
(Fig. 17-9). 


E Las figuras de mecanismos constituyen descrip- 
ciones paso a paso que ayudan a los estudiantes a 
comprender los procesos de reacción. Estas figuras 
utilizan de manera consistente un conjunto de conven- 
ciones introducido y explicado en detalle en el primer 
mecanismo enzimático encontrado (quimotripsina, 


Fig. 6-23). 


E Bibliografía adicional Los estudiantes e instruc- 
tores pueden encontrar más material acerca de los 
temas del texto en la lista de Bibliografía adicional de 
cada capítulo, a las que se puede acceder en www.mac- 
millanlearning.corvlehningerBiochemistry7e así como a 
través de la plataforma Sapling Plus para inger. 
Cada lista cita revisiones accesibles, artículo 
artículos de investigación que ayudarán a los usuarios a 
profundizar tanto en la historia como en la situación 
actual de la bioquímica. 


| Alcohol 
deshidrogenasa 


Mecanismo de reacción de la alcohol deshidrogenasa 


Secuencia buscadora 
de diana 


PP" 


E 
Complejo ds 


nucleasa activos 


estructura CRISPR/Cas9 


Figuras claras 


E Representaciones más pulcras de las figuras 
clásicas son más fáciles de interpretar y aprender. 


mM Estructuras moleculares generadas específica- 
mente para este libro, utilizan formas y esquemas de 
color que son consitentes internamente. 


E Figuras con pasos anotados y numerados ayu- 
dan a explicar procesos complejos. 


Figuras resumen ayudan al estudiante a mantener 
Ae Ze Ni al tiempo que se aprenden los carac- 
teres específicos. 


Herramientas para resolver problemas 


E Ejemplos prácticos dentro del texto ayudan a 
los estudiantes a mejorar sus capacidades para resolver 
problemas cuantitativos, dirigiéndolos a través de las 
ecuaciones más dificiles. 


M Más de 600 problemas de final de capítulo dan 
a los estudiantes más oportunidades de practicar lo que 
han aprendido. 


E Problemas de análisis de datos (uno al final de 
cada capítulo) preparados por Brian White de la Universi- 
dad de Massachussetts-Boston, animan a los estudiantes 
a sintetizar lo que han aprendido y a aplicar sus conoci- 
mientos a la interpretación de datos de la bibliografía. 


Convenciones clave 


Muchas de las convenciones que son tan necesarias 
para comprender cada tema bioquímico así como la 
literatura bioquímica se separan del texto resaltándolas. 
Estas Convenciones clave incluyen expresiones cla- 
ras de muchos supuestos y convenciones que se espera 
a menudo que los estudiantes asimilen sin que se las 
hayan mencionado (por ejemplo, las secuencias peptídi- 
cas se escriben desde el extremo amino terminal al 
carboxilo terminal de izquierda a derecha, las secuen- 
cias de nucleótidos se escriben desde el extremo 5' al 3”, 
de izquierda a derecha). 
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Fundamentos de la Bioquímica 


1.1 


1.2 


1.3 


1.4 


Fundamentos celulares 

Las células son las unidades estructurales 
y funcionales de todos los organismos vivos 

Las dimensiones celulares están limitadas por la 
capacidad de difusión 

Los organismos pertenecen a tres distintos 
dominios de la vida 

Los organismos difieren mucho respecto 
a fuentes de energía y precursores biosintéticos 

Bacterias y Arqueas comparten muchas 
características, pero difieren en muchos 
aspectos importantes 

Las células eucarióticas poseen diversos 
orgánulos membranosos que pueden aislarse 
para su estudio 

El citoplasma se organiza gracias al citoesqueleto 
y es altamente dinámico 

Las células construyen estructuras 
supramoleculares ' 

Los estudios in vitro podrían no detectar 
interacciones importantes entre moléculas 


Fundamentos químicos 
Las biomoléculas son compuestos de carbono 
con diversos grupos funcionales 


Aia ent) Peso molecular, masa molecular 
y las unidades que deben utilizarse 
Las macromoléculas son los principales 
constituyentes de las células 
La estructura tridimensional se describe 
en términos de configuración y conformación 
ALTDO Louis Pasteur y la actividad óptica: 
In vino, veritas 
Las interacciones entre las biomoléculas son 
estereoespecÍficas 


Fundamentos físicos 


Los organismos vivos existen en un estado 
estacionario dinámico y no se encuentran 
nunca en equilibrio con su entorno 

Los organismos transforman energía y materia 
de su entorno 

El flujo de electrones proporciona energía 
para los organismos 

Entropía: las cosas se desmoronan 

Crear y mantener el orden requiere trabajo 
y energía 

El acoplamiento energético conecta 
las reacciones biológicas 

K.y AG” miden la tendencia de una reacción 
a transcurrir espontáneamente 

Los enzimas facilitan secuencias de reacciones 
químicas 

El metabolismo está regulado para conseguir 
equilibrio y economía 


Fundamentos genéticos 
La continuidad genética reside en las moléculas 
de DNA 
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La estructura del DNA hace posible su 
replicación y reparación con fidelidad 
casi perfecta 

La secuencia lineal del DNA codifica proteínas 
con estructuras tridimensionales 


Fundamentos evolutivos 

Los cambios en las instrucciones hereditarias 
hacen posible la evolución 

Las primeras biomoléculas aparecieron por 
evolución química 

Los primeros genes y catalizadores podrían 
haber sido moléculas de RNA o precursores 
relacionados 

La evolución biológica empezó hace más de 
tres mil quinientos millones de años 

La primera célula utilizó probablemente 
combustibles inorgánicos 

Las células eucartóticas evolucionaron a partir 
de precursores más simples a través 
de diversas fases 

La anatomía molecular revela relaciones 
evolutivas 

La genómica funcional permite asignar genes 
a procesos celulares específicos 

Las comparaciones genómicas tienen una 
importancia cada vez mayor en la biología 
y medicina humanas 
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El Agua 


4] 
4 , f X La curva de titulación predice la carga eléctrica 
interacciones débiles en los sistemas AN aminoácidos 
Los enlaces de hidrógeno le confieren (2 Y RO) WET MÁ inoácidos difieren en sus propiedades 
4 


2,1 


2.2 


2.3 


sus propiedades extraordinarias 
El agua forma enlaces de hidrógeno con 
los solutos polares 
El agua interacciona electrostáticamente 
con los solutos cargados 
La entropía aumenta cuando se disuelve 
una sustancia cristalina 
Los gases apolares son poco solubles en agua 
Los compuestos apolares fuerzan cambios 
energéticamente desfavorables en la 
estructura del agua 
Las interacciones de van der Waals son 
atracciones interatómicas débiles 
Las interacciones débiles son cruciales para 
la estructura y función de las macromoléculas 
Los solutos afectan a las propiedades coligativas 
de las disoluciones acuosas 


ionización del agua, ácidos débiles 
y bases débiles 


El agua pura está ligeramente ionizada 

La ionización del agua se expresa mediante una 
constante de equilibrio 

La escala de pH representa las concentraciones 
de H* y OH- 

Los ácidos y bases débiles tienen constantes 
de disociación características 

Las curvas de titulación proporcionan el pK, 
de los ácidos débiles 


Tamponamiento contra cambios 


de pH en los sistemas biológicos 
Los tampones son mezclas de ácidos débiles 
y sus bases conjugadas 
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La ecuación de Henderson-Hasselbalch 
relaciona pH, pX, y concentración de tampón 

Ácidos o bases débiles tamponan células 
y tejidos contra cambios de pH 

La diabetes no tratada produce acidosis que 
puede ser mortal 


Haam] MEDICINA Sobre cómo ser su propio 
conejillo de Indias (no lo intente en casa !) 


2.4 El agua como reactivo 


2.5 La adecuación del ambiente acuoso 
a los organismos vivos 


Aminoácidos, péptidos y proteínas 
3.1 Aminoácidos 


Los aminoácidos tienen características 
estructurales comunes 

Los residuos aminoácidos de las proteínas 
son estereoisómeros L 

Los aminoácidos se pueden clasificar según 
su grupo R 


MALES) MÉTODOS Absorción de la luz por 
las moléculas: Ley de Lambert-Beer 

Los aminoácidos no estándar tienen también 
importantes funciones 

Los aminoácidos pueden actuar como ácidos 
y como bases 

Los aminoácidos tienen curvas de titulación 
características 


ácido-base 
3.2 Péptidos y proteínas 


Los péptidos son cadenas de aminoácidos 

Los péptidos pueden distinguirse por su 
comportamiento de ionización 

Los péptidos y polipéptidos biológicamente 
activos se presentan en una gran variedad 
de composición y tamaño 

Algunas proteínas contienen grupos químicos 
diferentes a los aminoácidos 


3.3 Trabajar con proteínas 
Las proteínas se pueden separar y purificar 
Las proteínas pueden separarse y caracterizarse 
por electroforesis 
Es posible cuantificar proteínas no aisladas 


3,4 Estructura de proteínas: estructura primaria 

La función de una proteína depende de su 
secuencia de aminoácidos 

Se ha determinado la secuencia de aminoácidos 
de millones de proteínas 

La química de proteínas se enriquece e 
on métodos derivados de la secuenciación 
clásica de polipéptidos 

La espectrometría de masas es un método 
alternativo para determinar secuencias 
de aminoácidos 

Es posible sintetizar químicamente péptidos 
y proteínas pequeñas 

La secuencia de aminoácidos proporciona 
información bioquímica importante 

Las secuencias de proteínas permiten deducir 
la historia de la vida en la Tierra 
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Estructura tridimensional de las proteínas 
4.1 


Visión general de la estructura de las proteínas 
La conformación de una proteína está 
estabilizada principalmente por 
interacciones débiles 
El enlace peptídico es plano y rígido 


Estructura secundaria de las proteínas 
La hélice a es una estructura secundaria habitual 
en cin 


SA! METODOS Cómo distinguir la mano 

dde de la izquierda 

La secuencia de aminoácidos afecta a 
la estabilidad de la hélice a 

La conformación 4 organiza las cadenas 
polipeptídicas en forma de hoja 

Los giros $ son frecuentes en las proteínas 

Las estructuras secundarias comunes tienen 
ángulos diedros característicos 

Las estructuras secundarias comunes pueden 
evaluarse mediante dicroísmo circular . 


Estructuras terciaria y cuaternaria 
de las proteínas 
Las proteínas fibrosas están adaptadas 
a una función estructural 
REC! $ La ondulación permanente es 
un ejemplo de ingeniería bioquimica 
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deben consumir fruta y verduras frescas 
En las proteínas globulares la diversidad 
estructural refleja la diversidad funcional 
La mioglobina proporeionó las primeras claves 
acerca de la complejidad de las estructuras 
a globulares 
E (ER! El banco de datos de estructura 
de pratsiani (Protein Data Bank, PDB) 
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terciarias diversas 
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Unos pocos principios explican el poder catalítico 


y la especificidad de los enzimas 
Las interacciones débiles entre enzima y sustrato 
son óptimas en el estado de transición 
La energía de fijación contribuye a la 
especificidad de reacción y a la catálisis 
Grupos catalíticos específicos contribuyen 
a la catálisis 


La cinética enzimática como método para 


comprender el mecanismo 

La concentración de sustrato afecta a la 
velocidad de las reacciones calalizadas 
por enzimas 

La relación entre concentración de sustrato 
y velocidad de reacción enzimática se puede 
expresar de manera cuantitativa 

Los parámetros cinéticos se utilizan para 
comparar actividades enzimáticas 


tridimensional de una proteína 

Muchos enzimas catalizan reacciones en las 
que intervienen dos o más sustratos 

La actividad enzimática depende del pH 

La cinética del estado pre-estacionario puede 
aportar pruebas sobre pasos específicos 
de la reacción 

Los enzimas están sujetos a inhibición reversible 
o irreversible 


bioquímico para la curación de la enfe 
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Ejemplos de reacciones enzimáticas 

El mecanismo de la quimotripsina implica 
acilación y desacilación de un residuo Ser 

El conocimiento del mecanismo de las proteasas 
conduce a nuevos tratamientos para las 
infecciones con VIH 

En la hexoquinasa se produce un encaje 
inducido durante la unión del sustrato 

El mecanismo de reacción de la enolasa requiere 
la presencia de iones metálicos 

La lisozima utiliza dos reacciones 
de desplazamiento nuclefílico sucesivas 

La comprensión de los mecanismos enzimáticos 
permiter obtener antibióticos útiles 


Enzimas reguladores 

Los enzimas alostéricos experimentan cambios 
de conformación en respuesta a la unión 
de moduladores 

Las propiedades cinéticas de los enzimas 
alostéricos divergen del comportamiento 
de Michaelis-Menten 


Algunos enzimas están regulados por modificación 


covalente reversible 

Los grupos fosforilo afectan la estructura 
y la actividad catalítica de los enzimas 

Las fosforilaciones múltiples permiten un control 
exquisito de la regulación 

Algunos enzimas y otras proteínas son regulados 
mediante la rotura proteolítica de un precursor 
enzimático 

Una cascada de zimógenos activados 
proteolíticamente conduce a la coagulación 
de la sangre 


Métodos para determinar la estructura 
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Algunos enzimas reguladores utilizan varios mecanismos 


de regulación 
Glúcidos y glucobiología 


7.1 Monosacáridos y disacáridos 

Las dos familias de monosacáridos son las 
aldosas y las cetosas 

Los monosacáridos tienen centros asimétricos 

Los monosacáridos comunes tienen estructura 
cíclica 

Los organismos contienen numerosos derivados 
de las hexosas 


EAU MEDICINA Determinación de la 
glucosa sanguínea en el diagnóstico y el tratamiento 
de la diabetes 

Los monosacáridos son agentes reductores 

Los disacáridos contienen un enlace glucosídico 


MALTA E azúcar es dulce, pero.. 


algunas otras cosas también 


7.2 Polisacáridos 

Algunos homopolisacáridos tienen función 
estructural 

Los factores estéricos y los puentes 
de hidrógeno contribuyen al plegamiento 
de los homopolisacáridos 

Las paredes celulares de algas y bacterias 
contienen heteropolisacáridos estructurales 

Los glucosaminoglucanos son heteropolisacáridos 
e la matriz extracelular 


7.3 Glucoconjugados: proteoglucanos, 


AT ('dihéaproteínas y glucoesfingolípidos 


Los proteoglucanos son macromoléculas de 
la superficie celular y de la matriz extracelular 
que contienen glucosaminoglucanos 
RECUADRO 7-3] MEDICINA Defectos en la síntesis 
o degradación de glucosaminoglucanos pueden 
producir enfermedades humanas graves 
Las glucoproteínas contienen oligosacáridos 
unidos covalentemente 
Los glucolípidos y los lipopolisáridos son 
componentes de membrana 


7.4 Los glúcidos son moléculas que contienen 


información: el código de los azúcares 

Las lectinas son proteínas que leen el código 
de los azúcares y que intervienen en muchos 
procesos biológicos 

Las mteracciones lectina-glúcido son muy 
específicas y, a menudo, polivalentes 


7.5 Trabajando con glúcidos 


Nucleótidos y ácidos nucleicos 


8.1 Algunos conceptos básicos 

Los nucleótidos y los ácidos nucleicos contienen 
bases y pentosas características 

Los nucleótidos sucesivos de los ácidos nucleicos 
están unidos por enlaces fosfodiéster 

Las propiedades de las bases de los nucleótidos 
influyen en la estructura tridimensional 
de los ácidos nucleicos 


8.2 Estructura de los ácidos nucleicos 
El DNA es una doble hélice que almacena 
información genética 
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Las vitaminas E y K y las quinonas lipídicas son 
cofactores de oxidación-reducción 

Los dolicoles activan precursores glucídicos 
para la biosíntesis 

Muchos pigmentos naturales son dienos 
conjugados lipídicos 

Los policétidos son productos naturales 
con actividades biológicas potentes 


Trabajando con lípidos 

La extracción de lípidos requiere la utilización 
de disolventes orgánicos 

La cromatografía de adsorción separa los lípidos 
de polaridad diferente 

La cromatografía de gases separa las mezclas 
de derivados lipídicos volátiles 

La hidrólisis específica ayuda a determinar 
la estructura lipídica 

La espectrometría de masas revela la estructura 
lipídica completa 

La lipidómica pretende catalogar todos 
los lípidos y sus funciones 


Membranas Biológicas y transporte 


11.1 


11.2 


11.3 


Composición y arquitectura de las membranas 

Cada tipo de membrana presenta una 
composición de proteínas y lípidos 
característica 

Todas las membranas biológicas comparten 
ciertas propiedades fundamentales 


El elemento básico estructural de las membranas 


es una bicapa lipídica 


Tres tipos de proteínas de membrana dí 
en la naturaleza de su asociación c 


Muchas proteínas integrales de membrana 
abarcan la bicapa lipídica 

Regiones hidrofóbicas de proteínas integrales 
de membrana se asocian con lípidos 
de membrana 

A partir de su secuencia puede predecirse 
a veces la topología de una proteína integral 
de membrana 

Lípidos unidos covalentemente anclan algunas 
proteínas de membrana 

Las proteínas anfitrópicas se asocian de manera 
reversible con la membrana 


Dinámica de membranas 

Los grupos acilo del interior de la bicapa están 
ordenados en grados diferentes 

El movimiento de lípidos transbicapa requiere 
catálisis 

Lípidos y proteínas difunden lateralmente 
en la bicapa 

Los esfingolípidos y el colesterol se agrupan 
conjuntamente en balsas de membrana 

La curvatura y la fusión de membranas son 
cruciales en muchos procesos biológicos 

Ciertas proteínas integrales de la membrana 
plasmática favorecen la adhesión superficial, 
la señalización y otros procesos celulares 


Transporte de solutos a través de membranas 

El transporte puede ser activo o pasivo 

Los transportadores y los canales iónicos 
comparten algunas propiedades estructurales 
pero tienen mecanismos diferentes 

El transportador de glucosa de los eritrocitos 
facilita el transporte pasivo 
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El transporte activo da lugar al movimiento 
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Las ATPasas tipo P experimentan fosforilación 
durante sus ciclos catalíticos 

Las ATPasas tipo Y y tipo F son bombas 
de protones impulsadas por el ATP 

Los transportadores ABC utilizan ATP 
para impulsar el transporte activo de una 
amplia gama de sustratos 


RECUADRO 11-2] MEDICINA Un canal iónico 
defectuoso en la fibrosis quística 

Los gradientes de iones proporcionan la energía 
para el transporte activo secundario 

Las acuaporinas forman canales transmembrana 
hidrofílicos para el paso de agua 

Los canales selectivos de iones permiten 
el movimiento rápido de ¡ones a través d 
e las membranas 

La función del canal iónico se mide 
eléctricamente 

La estructura de un canal de K* muestra 
las bases de su especificidad 

Los canales iónicos de compuerta son básicos 
en la función neuronal 

Canales iónicos defectuosos pueden tener 
consecuencias fisiológicas graves 


Características generales de la transducción 
de señales 


Receptores acoplados a proteína G y segundos 
mensajeros 


El sistema receptor Fadrenérgico actúa 
a través del segundo mensajero cAMP 
Aaa Proteínas G: interruptores binarios 
en salud y enfermedad 
Diversos mecanismos inducen la terminación 
de la respuesta del receptor ĝ adrenérgico 
El receptor P-adrenérgico se desensibiliza 
mediante fosforilación y por asociación 
con arrestina 
El AMP cíclico actúa como segundo mensajero 
para muchas moléculas reguladoras 
Diacilglicerol, inositol trisfosfato y Ca” tienen 
papeles relacionados como segundos 
mensajeros 
El calcio es un segundo mensajero localizado 
en el espacio y en el tiempo 
EUELIIOAFA METODOS Bioquímica visualizada 


en una célula viva 
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MATUTE MEDICINA Daltonismo: Experimento 


de John Dalton desde la tumba 
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características universales 
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12,4 Receptores tirosina quinasas 


La estimulación del receptor de insulina inicia 
una cascada de reacciones de fosforilación 
de proteínas 

El fosfolípido de membrana PIP? actúa en 
una rama de la señalización de la insulina 

La comunicación cruzada entre sistemas 
de señalización es frecuente y compleja 


12.5 Receptores guanilil ciclasas, cGMP 


y proteína quinasa G 


12.6 Proteínas adaptadoras polivalentes 


y balsas de membrana 

Módulos proteicos unen residuos Tyr, Ser 
o Thr fosforilados de proteínas asociadas 

Las balsas de membrana y las caveolas segregan 
proteínas de señalización 


12.7 Canales iónicos de compuerta regulada 


Los canales iónicos son el fundamento de la 
señalización eléctrica en células excitables 
Los canales iónicos de compuerta regulada por 
voltaje producen potenciales de acción 
neuronales 
Las neuronas tienen canales receptores 
que responden a diferentes neurotransmisores 
Las toxinas apuntan a los canales iónicos 


12.8 Regulación de la transcripción por receptores 


nucleares de hormonas 


12.9 
La señalización bacteriana necesita 
la fosforilación en un sistema 
de dos componentes 
Los sistemas de señalización en plantas tienen 
algunos de los componentes utilizados 
por microbios y mamíferos 


12.10 Regulación del ciclo celular 


por proteína quinasas 

El ciclo celular tiene cuatro fases 

Los niveles de las proteína quinasas dependientes 
de ciciina experimentan oscilaciones 

Las CDK regulan la división celular por 
fosforilación de proteínas clave 


12.11 Oncogenes, genes supresores de tumores 


y muerte celular programada 
Los oncogenes son formas mutadas de genes 
de proteínas que regulan el ciclo celular 
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Defectos en ciertos genes eliminan las restricciones 


normales sobre la división celular 


AAEE! MEDICINA Desarrollo de inhibidores 


de proteína quinasas para el tratamiento del cáncer 
La apoptosis es el suicidio celular programado 


BIOENERGETICA Y METABOLISMO 


Bivenergética y tipos de reacción bioquímicos 
13.1 Bioenergética y termodinámica 


Las transformaciones biológicas de energía 
ohedecen 
las leyes de la termodinámica 

Las células precisan fuentes de energía libre 
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La variación de energía libre estándar está 
directamente relacionada con la constante 
de equilibrio 

El cambio de energía libre real depende de las 
concentraciones de reactivos y productos 

Las variaciones de energía libre estándar 
son aditivas 


13.2 Lógica química y reacciones bioquímicas 


comunes 
Las ecuaciones bioquímicas y químicas no son 
idénticas 


Transferencia de grupos fosforilo y ATP 

La variación de energía libre en la hidrólisis 
del ATP es grande y negativa 

Otros compuestos fosforilados y tioésteres 
también tienen energías libres 
de hidrólisis elevadas 

El ATP proporciona energía por transferencia 
de grupo y no por simple hidrólisis 

El ATP dona grupos fosforilo, pirofosforilo, 
y adenililo 

La formación de macromoléculas informativas 
requiere energía 

El ATP aporta energía para el transporte activo 
y la contracción muscular 

Las transfosforilaciones entre nucleótidos 
se dan en todos los tipos celulares 

MANIEE] Los destellos de la luciérnaga: 

informes resplandecientes del ATP 

El polifosfato inorgánico es un dador potencial 

de grupos fosforilo 


“Restciones de oxidación-reducción biológicas 

El flujo de electrones puede realizar trabajo 
biológico 

Las óxido-reducciones se pueden describir 
en forma de semirreacciones 

En las oxidaciones biológicas interviene c 
on frecuencia la deshidrogenación 

Los potenciales de reducción son una medida 
de la afinidad por los electrones 

La oxidación celular de glucosa a dióxido 
de carbono requiere transportadores 
de electrones especializados 

Unos pocos tipos de eoenzimas y proteínas 
actúan como transportadores universales 
de electrones 

El NADH y el NADPH actúan con las 
deshidrogenasas como transportadores 
solubles de electrones 

Además de la transferencia electrónica 
El NAD tiene otras funciones importantes 

La carencia de niacina, forma vitamínica del NAD 
y del NADP, en la dieta produce pelagra 

Los nucleótidos de flavina están fuertemente 
unidos en las flavoproteínas 
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Glucólisis, gluconeogénesis y ruta de las pentosas 


fosfato 


14.1 Glucólisis 
Una visión global: la glucólisis tiene dos fases 
La fase preparatoria de la glucólisis precisa ATP 
La fase de beneficios de la glucólisis produce 
ATP y NADH 
El balance global muestra una ganancia neta 
de ATP 
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Principios de regulación metabólica 


15.1 Regulación de las rutas metabólicas 

Las células y organismos mantienen un estado 
estacionario dinámico 

Se pueden regular tanto la cantidad como 
la actividad catalítica de un enzima 

En las células las reacciones lejos del equilibrio 
constituyen puntos comunes de regulación 

Los nucleótidos de adenina juegan un papel 
especial en la regulación metabólica 


15.2 Análisis del control metabólico 


Se puede medir experimentalmente 
la contribución de cada enzima al flujo 
a través de la ruta 

El coeficiente de control de flujo cuantifica 
el efecto de un cambio en una actividad 
enzimática sobre el flujo metabólico a través 
de una ruta 

El coeficiente de elasticidad está relacionado 
con la sensibilidad de un enzima a cambios 
en la concentración de metabolito 
o de regulador 

El coeficiente de respuesta expresa el efecto 
de un controlador externo sobre el flujo 
a través de una ruta 


¡EAS MÉTODOS Análisis del contro! 
metabólico: Aspectos cuantitativos 
El análisis del control metabólico se ha aplicado 
al metabolismo glucídico con resultados 
sorprendentes 
isis del control metabólico sugiere 
étodo general para incrementar el flujo 
a través de una ruta 


15.3 Regulación coordinada de la glucólisis 


y la gluconeogénesis 

¡EAIUTTAES tsozimas: Proteínas diferentes 
que catalizan la misma reacción 

Los isozimas de la hexoquinasa de músculo 
y de hígado están afectados de forma diferente 
por su producto, la glucosa 6-fosfato 

La hexoquinasa TV (glucoquinasa) y la fructosa 
6-fosfatasa están reguladas a mivel 
de transcripción 

La fosfofructoquinasa-1 y la fructosa 
1,6-bisfosfatasa se regulan recíprocamente 

La fructosa 2,6-bisfosfalo es un regulador 
alostérico potente de la PFK-1 y de 
la FBPasa-1 

La xilulosa 5-fosfato es un regulador clave 
de los metabolismos glucídico y lípidico 

El enzima glucolítico piruvato quinasa 
es inhibido alostéricamente por el ATP 

La conversión gluconeogénica del piruvato 
en fosfoenol piruvato se encuentra bajo 
múltiples tipos de regulación 

La regulación de la glucólisis y de la 
gluconeogénesis por cambios 
en la transcripción hace variar 
el número de moléculas de enzima 


EOS MEDICINA Mutaciones genéticas 
causantes de formas raras de diabetes 


Metabolismo del glucógeno en animales 
La degradación del glucógeno está catalizada por 
glucógeno fosforilasa 
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Oxidación de los ácidos grasos 


La -oxidación de los ácidos grasos saturados 
se produce en cuatro pasos básicos 

Los cuatro pasos de la £oxidación se repiten 
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Oxidación de aminoácidos y producción de urea 
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años, el universo nació de un cataclismo explosi- 

vo de partículas subatómicas extremadamente 
calientes y ricas en energía. En cuestión de segundos se 
formaron los elementos más simples, como el hidrógeno 
y el helio. Al tiempo que el universo se expandía y 
enfriaba, se condensaba la materia bajo la influencia de 
la gravedad y se formaban las estrellas. Algunas de ellas 
se hicieron enormes y explotaron como supernovas, 
liberando la energía necesaria para producir los elemen- 
tos más complejos a partir de la fusión de núcleos ató- 
micos más simples. Átomos y moléculas formaron 
masas turbulentas de partículas de polvo, cuya acumu- 
lación dio lugar a la formación de rocas, planetoides y 
planetas. De este modo aparecieron, a lo largo de miles 
de millones de años, la Tierra y los elementos químicos 
que en ella se encuentran, La vida apareció hace unos 
cuatro mil millones de años en forma de microorganis- 
mos sencillos dotados primeramente de la capacidad de 
extraer energía de los compuestos químicos y, más 
tarde, de la luz solar. Esta energía sirvió para generar 
una amplia variedad de biomoléculas a partir de los 
elementos y compuestos más simples presentes en la 
superficie de la Tierra. Nosotros y todos los demás orga- 
nismos vivos estamos hechos de polvo de estrellas. 

La Bioquímica se pregunta acerca de los mecanis- 
mos que hacen posible que miles de biomoléculas dife- 
rentes den lugar a las extraordinarias propiedades de 
los organismos vivos. Cuando estas moléculas se aíslan 
y examinan individualmente cumplen todas las leyes 
físicas y químicas que describen el comportamiento de 
la materia inanimada, del mismo modo que ocurre con 


tal ace aproximadamente catorce mil millones de 


Las herramientas de auto-estudio que sirven para practicar lo aprendido y reforzar los conceptos presentados en este capítulo 
se encuentran disponibles en la red. Visite www.macmillanlearning.com/LehningerBiochemistry7e. 
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todos los procesos que tienen lugar en organismos 
vivos. El estudio de la bioquímica muestra el modo en 
que las moléculas inanimadas que constituyen los orga- 
nismos vivos interaccionan para mantener y perpetuar 
la vida, rigiéndose solamente por las mismas leyes físi- 
cas y químicas que gobiernan todo el universo. 

A pesar de ello, los organismos poseen cualidades 
extraordinarias, que los distinguen de otras agrupacio- 
nes de materia. ¿Cuáles son, pues, las características 
distintivas de los organismos vivos? 


Un elevado grado de complejidad química y de 
organización microscópica. Las intrincadas 
estructuras internas celulares están formadas por 
miles de moléculas diferentes (Fig. 1-1a). Entre 
ellas se cuentan polímeros muy largos, cada uno de 
ellos con su propia secuencia de subunidades, su 
estructura tridimensional única y su gran capacidad 
para interaccionar de forma específica y selectiva 
con otras moléculas celulares. 


La existencia de sistemas para la extracción, 
transformación y uso de energía del entorno 
(Fig. 1-1b), que permite a los organismos construir 
y mantener sus complejas estructuras y llevar a cabo 
trahajo mecánico, químico, osmótico y eléctrico. Ello 
se opone a la tendencia que toda materia tiene a 
degradarse hacia un estado más desordenado y a 
quedar finalmente en equilibrio con su entorno. 


La existencia de funciones definidas para 
cada uno de los componentes de un organismo 
y la regulación de sus interacciones mutuas. 
Esto es cierto no únicamente para estructuras 
macroscópicas como hojas y tallos o corazón y pul- 
mones, sino también para estructuras microscópi- 
cas intracelulares y para compuestos químicos 
individuales. La relación entre los componentes 
químicos de un organismo vivo es dinámica; los 
cambios en uno de los componentes producen cam- 
bios compensatorios en otro, de modo que el con- 
junto posee un carácter propio, más allá del de cada 
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FIGURA 1-1 Algunas caracteristicas de la materia viva. (a) En esta 
imagen coloreada de una sección fina de una célula secretora del pán- 
creas vista a través del microscopio electrónico se aprecia su organiza- 
ción y complejidad microscópica. (b) Un halcón de las praderas adquiere 


nutrientes y energía consumiendo un pájaro más pequeño. (c) La repro-, 


ducción biológica tiene lugar con fidelidad casi perfecta. [Fuente: (a) 
SPL/Science Source. (b) W. Perry Conway/Corbis. (c) Flontine digitale 
Bildagentur GmbH/Alamy]. 


una de sus partes individuales. El conjunto de molé- 
culas lleva a cabo un programa que tiene como 
resultado final la reproducción del mismo y la per- 
petuación de este conjunto de moléculas; en defini- 
tiva, el resultado final es la vida. 


Mecanismos para detectar y responder a las 
alteraciones en su entorno. Los organismos se 
ajustan constantemente a estos cambios gracias a la 
adaptación de sus procesos químicos internos o de 
su localización en el ambiente que los rodea. 


La capacidad de autorreplicarse y autoensam- 
blarse de manera precisa (Fig. 1-1c). Una única 
célula bacteriana colocada en un medio nutriente 
estéril puede generar mil millones de células “hija” 
idénticas a ella en 24 horas. Cada célula contiene 
miles de moléculas diferentes, algunas de ellas de 
una gran complejidad; a pesar de ello, cada bacteria 
es una copia fiel del original y toda la información 
para su construcción está contenida en el material 
genético de la célula original. En una escala supe- 
rior, la progenie de los animales vertebrados com- 
parte un notable parecido con sus progenitores, 
resultado también de la herencia de los genes 
parentales. 


La capacidad de cambiar a lo largo del tiempo 
mediante evolución gradual. Los organismos 
varían sus estrategias vitales heredadas en pasos 
muy pequeños, para sobrevivir en situaciones nue- 
vas. El resultado de eones de años de evolución es 


FIGURA 1-2 Diferentes organismos vivos comparten características 
químicas comunes. Pájaros, bestias, plantas y microorganismos del 
suelo comparten con los humanos las mismas unidades estructurales 
básicas (células) y los mismos tipos de macromoléculas (DNA, RNA, 
proteínas) compuestas por los mismos tipos de subunidades monoméri- 
cas (nucleótidos, aminoácidos). Utilizan las mismas rutas de síntesis de 
los componentes celulares, comparten el mismo código genético y des- 
cienden de los mismos ancestros evolutivos. [Fuente: The Garden of 
Eden, 1659 (óleo sobre tela) de Jan van Kessel el Viejo (1626-79)/ 
johnny van Haeften Gallery, London, UK/Bridgeman Images]. 


una enorme diversidad de formas de vida, superfi- 
cialmente muy diferentes (Fig. 1-2) pero relaciona- 
das en lo fundamental a través de sus ancestros 
comunes. Esta unidad fundamental de los organis- 
mos vivos se refleja a nivel molecular en la similitud 
de secuencias génicas y de estructuras de proteínas. 


A pesar de la existencia de estas propiedades 
comunes y de uniformidad fundamental de la vida reve- 
lada por ellas, resulta difícil hacer generalizaciones 
sobre los organismos vivos. La diversidad de organismos 
en la Tierra es enorme. La gama de hábitats, desde 
aguas termales hasta la tundra ártica, desde el intestino 
animal hasta los dormitorios de residencias de estudian- 
tes, tiene su reflejo en la gama igualmente amplia de 
adaptaciones bioquímicas específicas en el marco de en 
un entorno químico compartido. Con el objeto de pri- 
mar la claridad de exposición, en este libro usaremos 
algunas generalizaciones que, aunque no perfectas, 
resultan útiles; con frecuencia también comentaremos 
algunas excepciones que pueden ayudar a aclarar las 
generalizaciones. 

La bioquímica describe en términos moleculares las 
estructuras, mecanismos y procesos químicos comparti- 
dos por todos los organismos y define los principios de 
organización que subyacen en todas las diversas formas 
de vida. Aunque la bioquímica proporciona conocimien- 
tos y aplicaciones prácticas que son importantes en 
medicina, agricultura, nutrición e industria, su preocu- 
pación última es el prodigio de la vida misma. 

En este capítulo introductorio describiremos de 
manera general los fundamentos celulares, químicos, 
físicos y genéticos de la bioquímica y el principio rector 
de la evolución, que describe de qué modo emergió la 


vida y se ha desarrollado para dar lugar a todas las for- 
mas de vida existentes. Durante la lectura de este libro 
le puede resultar útil regresar a este capítulo de vez en 
cuando con el objeto de refrescar la memoria sobre 
estos temas básicos. 


1.1 Fundamentos celulares 


La unidad y diversidad de los organismos es evidente 
incluso a nivel celular. Los organismos más pequeños 
son unicelulares y microscópicos. Los organismos mayo- 
res, multicelulares, contienen muchos tipos de células 
variables en tamaño, forma y funciones especializadas. 
å pesar de estas diferencias obvias, todas las células de 
los organismos más simples y de los más complejos 
comparten ciertas propiedades fundamentales, que 
pueden ser observadas a nivel bioquímico.. 


Las células son las unidades estructurales y funcionales 
de todos los organismos vivos 


Todas las células comparten ciertas características 
estructurales (Fig. 1-3). La membrana plasmática 
define la periferia de la célula y separa su contenido del 
medio externo. Está compuesta por moléculas de lípi- 
dos y de proteínas que forman una fina barrera hidrofó- 
bica, flexible y resistente alrededor de la célula. La 
membrana actúa como una barrera a la libre circulación 
de iones inorgánicos y de la mayor parte de compuestos 
cargados o polares. Las proteínas de transporte de la 
membrana plasmática permiten el paso de ciertos iones 
y moléculas; las proteínas receptoras transmiten seña- 
les hacia el interior de la célula; por su parte, los enzi- 
mas de membrana participan en algunas reacciones. 
Gracias a la interacción no covalente entre lípidos y 
proteínas de la membrana plasmática, la estructura glo- 
bal tiene un elevado grado de flexibilidad que permite 
que se produzcan cambios en la forma y el tamaño de la 
célula, Al crecer la célula, nuevas moléculas de lípido y 
proteína recién sintetizadas se insertan en la membrana 
plasmática; la división celular produce dos células, cada 
una de las cuales con su propia membrana. Este creci- 
miento y división (fisión) celulares se producen sin 
pérdida de la integridad de la membrana. 
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FIGURA 1-3 Características universales de las células vivas. Todas 
las células tienen un núcteo o nucleoide que contiene su DNA, una 
membrana plasmática y citoplasma. El citosol es la parte del citoplasma 
que permanece en el sobrenadante después de la rotura suave de la 
membrana plasmática y la centrifugación del extracto celular a 150,000 g 
durante 1 hora, Las células eucarióticas contienen diversos orgánulos 
rodeados de membrana (mitocondrias, cloroplastos) y partículas de gran 
tamaño (como por ejemplo tos ribosomas) que sedimentan con esta 
centritugación y se pueden recuperar a partir del sedimento. 
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El volumen interno limitado por la membrana plas- 
mática, el citoplasma (Fig. 1-3), está compuesto por 
una disolución acuosa, el citosol, y múltiples partículas 
en suspensión con funciones específicas. Estas partícu- 
las (orgánulos membranosos como las mitocondrias y los 
cloroplastos; estructuras supramacromoleculares tales 
como los ribosomas y los proteasomas, donde tiene 
lugar, respectivamente, la síntesis y la degradación de 
proteínas) sedimentan cuando se centrifuga el citoplas- 
ma a 150.000 g (g es la fuerza gravitacional de la Tierra). 
Lo que permanece como sobrenadante fluido es el cito- 
sol, una disolución muy concentrada que contiene enzi- 
mas y las moléculas de RNA que los codifican; los com- 
ponentes (aminoácidos y nucleótidos) a partir de los 
cuales se forman estas macromoléculas; centenares de 
pequeñas moléculas orgánicas denominadas metaboli- 
tos, intermediarios de las nitas biosintéticas y degrada- 
tivas; coenzimas, compuestos esenciales en muchas 
reacciones catalizadas enzimáticamente; y también iones 
inorgánicos (como por ejemplo K*, Na*, Mg* y Ca?*). 

Todas las células tienen, al menos durante una parte 
de su ciclo vital, un nucleoide o un núcleo en el que el 
genoma (el conjunto completo de genes, formados por 
DNA) se replica y se almacena junto con sus proteínas 
asociadas. En bacterias y arqueas el nucleoide no está 
separado del citoplasma por una membrana; en los euca- 
riotas el núcleo está rodeado por una membrana doble, la 
envoltura nuclear. Las células que poseen envoltura 
nuclear constituyen el amplio dominio denominado Eukar- 
ya (del griego eu, “verdadero” y kayron, “núcleo”). 
Actualmente se considera que los microorganismos sin 
membrana nuclear, antes agrupados bajo el nombre de 
procariotas (del griego pro, “antes”»), comprenden dos 
grupos, Bacteria y Arquea, que se describen más adelante. 


Las dimensiones celulares están limitadas 
por la capacidad de difusión 


La mayor parte de células son de tamaño microscópico, 
invisibles al ojo humano. El diámetro típico de las célu- 
las animales y vegetales es de unos 5 a 100 um, y 
muchos organismos unicelulares tienen una longitud de 
tan sólo 1 a 2 um (véase la contracubierta posterior para 
encontrar información sobre las unidades y sus abrevia- 
turas). ¿Qué es lo que limita las dimensiones de una 
célula? El límite inferior viene marcado probablemente 
por el número mínimo de cada una de las diferentes 
biomoléculas necesarias para la célula. Las células más 
pequeñas, ciertas bacterias conocidas como micoplas- 
mas, tienen un diámetro de 300 nm y un volumen de 
aproximadamente 10** mL. Un solo ribosoma bacteria- 
no tiene una longitud de aproximadamente 20 nm en su 
dimensión más alargada, de modo que un pequeño 
número de ribosomas ocupan ya una fracción significa- 
tiva del volumen de una célula de micoplasma. 

El límite superior del tamaño celular viene marcado 
por la velocidad de difusión de las moléculas disueltas en 
sistemas acuosos. Por ejemplo, una célula bacteriana 
que depende de reacciones que consumen oxígeno para 
la producción de su energía debe obtener el oxígeno 
molecular del medio en el que se encuentra mediante 
difusión a través de su membrana plasmática. La célula 
es tan pequeña y la relación entre el área de su superfi- 
cie y su volumen tan grande, que el O, alcanza con faci- 


4 Fundamentos de la Bioquimica 


(a) 


FIGURA 1-4 La mayoría de las células animales tienen superficies 
intrincadamente plegadas. Las micrografías electrónicas de barrido colo- 
readas muestran (a) la superficie altamente compleja de dos células 
HeLa, una línea de células de cáncer humano que se cultiva en el labora- 


lidad todas las partes de su citoplasma por difusión. Sin 
embargo, al aumentar el tamaño de la célula, desciende 
la relación superficiefvolumen hasta llegar a un punto en 
el que su metabolismo consume O, a una velocidad supe- 
rior a la suministrada por difusión. Así, el metabolismo 
que requiere O, se hará imposible cuando el tamaño 
celular crezca por encima de un determinado valor, que 
representa el límite superior teórico del tamaño de la 
célula. El oxígeno es tan solo una de las muchas especies 
de baja masa molecular que deben alcanzar diversas 
regiones del interior de la célula por difusión desde el 
exterior, y para todas ellas es válida la misma considera- 
ción sobre la relación superficie/volumen. Muchos tipos 


(b) 


torio, y (b) una neurona con sus muchas extensiones, cada una de ellas 
capaz de conectarse con otras neuronas. [Fuentes: (a) NIH National Ins- 
titute of General Medical Sciences. (b) National Center for Microscopy 
£ Imaging Research. ] 


de células animales tienen superficies altamente plega- 
das y enrevesadas que incrementan su relación superfi- 
cie-vohumen, lo que permite una mayor capacidad de 
absorción de materiales del entorno (Fig. 1-4). 


Los organismos pertenecen a tres distintos dominios 

de la vida 

El desarrollo de técnicas de bajo coste para la rápida 
determinación de secuencias de DNA ha mejorado 
mucho nuestra capacidad para deducir relaciones evolu- 
tivas entre organismos. Las similitud observada entre 
secuencias génicas de diferentes organismos proporcio- 
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FIGURA 1-5 Filogenia de los tres dominios de la vida. Las relaciones 
filogenéticas se ilustran a menudo mediante un “árbol genealógico” de 
este tipo. Este árbol se basa en la similitud de las secuencias nucleotidi- 
cas de los RNA ribosómicos de cada uno de los grupos; a mayor simili- 
tud de secuencias, más cercanas estarán las ramas, con lo que la distan- 
cia entre ramas representa el grado de diferencia entre dos secuencias. 
También se pueden construir árboles filogenéticos a partir de similitudes 
entre las secuencias de aminoácidos de la misma proteína en especies 
diferentes. Por ejemplo, la comparación de las secuencias de la proteína 
GroEL (una proteína bacteriana que ayuda en el plegamiento de protei- 


nas) generó el árbol de la Figura 3-35. El árbol de la Figura 3-36 es un 
árbol “consenso” que utiliza diversas comparaciones como las descritas 
para deducir la mejor de las estimaciones sobre la relación evolutiva en 
un grupo de organismos. Las secuencias genómicas de una amplia gama 
de bacterias, arqueas y eucariotas permiten también proponer un 
modelo de dos dominios en el que los eucariotas quedan incorporados 
dentro del dominio Arquea. El aumento del número de genomas secuen- 
ciados puede confirmar un modelo u otro como el que mejor se ajusta a 
los datos reales. [Fuente: información de C.R. Woese, Microbiol. Rev. 
51:221, 1987, Fig. 4.] 


na un profundo conocimiento sobre el curso de la evolu- 
ción. Según una interpretación de las similitudes en las 
secuencias, todos los organismos vivos pertenecen a uno 
de los tres grandes grupos (dominios) que definen las 
tres ramas del árbol evolutivo de la vida originado a par- 
tir de un progenitor común (Fig. 1-5). En base a consi- 
deraciones bioquímicas y genéticas se pueden distinguir 
dos grandes grupos de organismos unicelulares: Bacte- 
ria y Arquea. Las bacterias habitan en el suelo, en las 
aguas superficiales y en los tejidos de otros organismos 
vivos o en descomposición. Muchas especies de Arquea 
(o Archaea), propuestas como un dominio distinto por 
Carl Woese en la década de 1980, habitan en medios muy 
extremos: lagos salinos, fuentes termales, ciénagas alta- 
mente acídicas y las profundidades de los océanos. Las 
pruebas de que se dispone sugieren que las arqueas y las 
bacterias divergieron pronto en el curso de la evolución. 
Todos los organismos eucarióticos, que constituyen el 
tercer dominio, Eucaria (o Eukarya), evolucionaron a 
partir de la misma rama que dio origen a los Arquea; los 
eucariotas están, por tanto, más estrechamente relacio- 
nados con las arqueas que con las bacterias. 

Dentro de los dominios de Arquea y Bacteria existen 
subgrupos que se distinguen por sus hábitats. En los 
hábitats aeróbicos, con un abundante suministro de 
oxígeno, algunos organismos residentes obtienen su 
energía mediante la transferencia de electrones desde las 
moléculas de combustible al oxígeno dentro de la célula. 
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Otros ambientes son anaeróbicos, prácticamente sin 
oxígeno, lo que obliga a que los microorganismos adapta- 
dos a ellos obtengan su energía mediante la transferencia 
de electrones hacia el nitrato (con generación de N,), 
sulfato (con generación de H,S), o CO, (con generación 
de CH,). Muchos organismos que han evolucionado en 
ambientes anaeróbicos son anaerobios obligatorios que 
morirían por exposición al oxígeno. Otros son anaerobios 
facultativos, capaces de vivir con y sin oxígeno. 


Los organismos difieren mucho respecto a fuentes 
de energía y precursores biosintéticos 


Los organismos pueden clasificarse en base a su forma 
de obtener la energía y el carbono que necesitan para la 
síntesis de material celular (resumido en la Fig. 1-6). 
Se pueden establecer dos amplias categorías en base a 
las fuentes de energía: los fotótrofos (del griego tro- 
phé, “nutrición”) recolectan y utilizan la luz solar, mien- 
tras que los quimiótrofos obtienen su energía a partir 
de la oxidación de combustibles químicos. Algunos 
quimiótrofos oxidan combustibles inorgánicos -HS a S° 
(azufre elemental), S° a S07, NO, a NO,, o Fe” a Fe*-, 
por ejemplo. Los fotótrofos y los quimiótrofos se pueden 
subdividir entre los que pueden sintetizar todas sus 
moléculas directamente a partir del CO, (autótrofos) y 
aquellos que requieren algunos nutrientes orgánicos 
previamente formados en otros organismos (heteró- 
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FIGURA 1-6 Los organismos pueden clasificarse según su fuente de energía (luz solar o compuestos químicos oxidables) y su fuente de carbono para 


la síntesis de material celular. 
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trofos). Combinando estos términos podemos describir 
el modelo de nutrición de un organismo. Incluso es 
posible establecer distinciones más detalladas, puesto 
que muchos organismos pueden obtener la energía y el 
carbono a partir de más de una fuente bajo diferentes 
condiciones ambientales y de desarrollo. 


Bacterias y Arqueas comparten muchas características, 
pero difieren en muchos aspectos importantes 
Escherichia coli, la bacteria mejor estudiada, es un imqui- 
lino habitualmente inofensivo del tracto intestinal huma- 
no. La célula de E. coli (Fig. 1-7a) es un ovoide de apro- 
ximadamente 2 ¡um de longitud y un poco menos de 1 pm 
de diámetro, pero otras bacterias pueden tener forma 
esférica o de varilla, y algunas son sustancialmente mayo- 
res. E. coli posee una membrana externa protectora y una 
membrana plasmática interna que engloba el citoplasma y 
el nucleoide. Entre las membranas interna y externa se 
sitúa una capa fina pero resistente de un polímero de ele- 
vada masa molecular (péptidoglucano) que proporciona a 
la célula su forma y rigidez características. La membrana 


plasmática y las capas que la rodean constituyen la envol- 
tura celular. Las membranas plasmáticas de las bacterias 
están formadas por una fina bicapa de moléculas lipídicas 
en la que se insertan proteínas. Las membranas plasmáti- 
cas de las arqueas tienen una arquitectura similar, pero los 
lípidos pueden ser muy diferentes de los de las bacterias 
(vea la Fig. 10-11). Las bacterias y las arqueas presentan 
especializaciones específicas de grupo para sus envolturas 
celulares (Fig. 1-7b-4). Algunas bacterias, denominadas 
gram-positivas porque adquieren color con la tinción de 
Gram (introducida por Hans Peter Gram en 1882), tienen 
una densa capa de péptidoglucano en el exterior de su 
membrana plasmática, pero carecen de membrana exter- 
na. Las bacterias gram-negativas tienen una membrana 
externa formada por una bicapa lipídica en la que se inser- 
tan lipopolisacáridos complejos y proteínas denominadas 
porinas que forman canales transmembrana para la difu- 
sión de compuestos de baja masa molecular e iones. Las 
estructuras externas a la membrana plasmática difieren 
de organismo a organismo entre las arqueas, pero también 
ellas tienen una capa de péptidogltucano o de proteína que 
confiere rigidez a sus envolturas celulares. 


(a) (b) Bacterias gram-positivas 


Ribosomas Los ribosomas de bacterias y arqueas son más 
pequeños que los eucarióticos, pero llevan a cabo la misma 
función: síntesis de proteínas a partir de un RNA mensajero. 
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FIGURA 1-7 Algunas caracteristicas estructurales comunes de célu- 
las bacterianas y de arqueas. (a) Este dibujo a escala de É. coli sirve 
para ilustrar algunas características comunes. (b) La envoltura celular de 
las bacterias gram-positivas consta de una única membrana cubierta en 
su cara exterior por una gruesa y rígida capa de péptidoglucano. Diver- 
sos polisacáridos y otros polímeros complejos se entrelazan con el pép- 
tidoglucano y, radeando todo el conjunto, se encuentra una "capa sólida” 
porosa compuesta por giucoproteínas. (c) E. coli es gram-negativa y 
tiene una doble membrana. Su membrana externa tiene lipopolisacári- 
dos (LPS) en su cara exterior y fostolípidos en la interior Esta membrana 
externa está tachonada de canales proteicos (porinas) que permiten la 
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(c) Bacterias gram-negativas (en la figura de la izquierda) 
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difusión de moléculas pequeñas pero no de proteinas. La membrana 
interna (plasmática), constituida por fosfolípidos y proteinas, es imper- 
reable tanto a moléculas grandes como pequeñas. Entre las membranas 
interna y externa, en el periplasma, se halla una fina capa de péptidoglu- 
cano que proporciona forma y rigidez a la célula pero que no retiene la 
tinción de Gram. (d) Las membranas de arqueas varian en estructura y 
composición, pero todas poseen una única membrana rodeada por una 
capa externa que puede contener una estructura parecida al péptidoglu- 
cano, una cubierta de proteínas porosas (capa sólida) o ambas. [Fuente: 
(a) David S. Goodsell. (b,c,d) información de SV. Albers y B.H. Meyer, 
Nature Rev. Microbiol. 9:414, 2011, Fig, 2.] 


El citoplasma de E. coli contiene aproximadamente 
15.000 ribosomas, cantidades variables (de decenas a 
miles) de copias de cada uno de los 1.000 o más enzimas 
diferentes, quizás unos 1.000 compuestos orgánicos de 
masa molecular inferior a 1.000 (metabolitos y cofacto- 
res) y diversidad de iones inorgánicos. El nucleoide 
contiene una única molécula circular de DNA y el cito- 
plasma (al igual que ocurre en la mayoría de bacterias) 
contiene uno o más segmentos circulares de DNA de 
tamaño menor que reciben el nombre de plásmidos. 

¿n la naturaleza, algunos plásmidos confieren resisten- 
cia a toxinas y antibióticos presentes en el medio. En el 
laboratorio, estos segmentos de DNA son especialmente 
adecuados para la manipulación experimental y consti- 
tuyen herramientas poderosas en ingeniería genética 
(véase el Capítulo 9). 

Otras especies de bacterias, y también de arqueas, 
contienen una colección similar de biomoléculas, pero 
cada especie está especializada, física y metabólicamen- 
te, en relación con su nicho ambiental y sus fuentes de 
nutrición. Las cianobacterias, por ejemplo, poseen mem- 
branas internas especializadas en atrapar la energía de la 
luz solar (véase la Fig. 20-27). Muchas arqueas viven en 
ambientes muy especiales y han desarrollado adaptacio- 
nes bioquímicas para sobrevivir en condiciones extre- 
mas de temperatura, presión o concentración salina. El 
estudio de las diferencias en la estructura del ribosoma 
proporcionó los primeros indicios de que Bacteria y 
Arquea constituyen dominios separados. La mayor parte 
de bacterias (incluida E. Coli) existen como células 
individuales, pero se asocian a menudo formando biofil- 
ms o tapices en los que un gran número de células se 
adhieren unas a otras y a algún sustrato sólido en una 
superficie acuosa o debajo de ella. Las células de algunas 
especies bacterianas (por ejemplo, las mixobacterias), 
muestran un primitivo comportamiento social, formando 
agregados compuestos por un gran número de células en 
respuesta a señales enviadas por células vecinas. 


Las células eucarióticas poseen diversos orgánulos 
membranosos que pueden aislarse para su estudio 


Las células eucarióticas típicas (Fig. 1-8) son mucho 
mayores que las bacterias (tienen normalmente un diá- 
metro de 5 a 100 ym y un volumen celular que es entre 
mil y un millón de veces superior al de las bacterias. Las 
características distintivas de los eucariotas son el 
núcleo y los orgánulos rodeados de membrana que lle- 
van a cabo funciones específicas. Entre estos orgánulos 
se incluyen las mitocondrias, donde tienen lugar la 
mayoría de las reacciones extractoras de energía de la 
célula; los complejos del retículo endoplasmático y 
de Golgi, que tienen un papel central en la síntesis y 
modificación de lípidos y proteínas de membrana; los 
peroxisomas, en los que se oxidan los ácidos grasos de 
cadena muy larga; y los lisosomas, llenos de enzimas 
digestivos que degradan los desechos celulares innece- 
sarios. Las células vegetales contienen además vacuo- 
las (que almacenan grandes cantidades de ácidos orgá- 
nicos) y cloroplastos (en los que la luz solar se apro- 
vecha para la síntesis de ATP en la fotosíntesis) (Fig. 
1-8). En el citoplasma de muchas células también se 
observan gránulos o gotículas que contienen nutrientes 
de reserva tales como almidón o grasas. 
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En lo que constituyó un importante avance bioquí- 
mico, Albert Claude, Christian de Duve y George Palade 
desarrollaron métodos para la separación de orgánulos 
citosólicos, un paso esencial para la investigación de su 
estructura y función. En un procedimiento de fraccio- 
namiento celular típico (Fig. 1-9) se procede a disgre- 
gar células o tejidos en disolución mediante una homo- 
geneización suave. Este tratamiento rompe la membra- 
na celular pero respeta la integridad de la mayoría de 
los orgánulos. A continuación se centrifuga el homoge- 
nado, proceso en el que los orgánulos como el núcleo, 
las mitocondrias y los lisosomas sedimentan a velocida- 
des diferentes a causa de su diferente tamaño. 

Mediante estos métodos se demostró, por ejemplo, 
que los lisosomas contienen enzimas degradativos, que 
las mitocondrias contienen enzimas oxidativos y que los 
cloroplastos contienen pigmentos fotosmtéticos. El ais- 
lamiento de un orgánulo enriquecido en un cierto enzi- 
ma suele ser el primer paso en la purificación de dicho 
enzima. 


El citoplasma se organiza gracias al citoesqueleto 
y es altamente dinámico 


La microscopia de fluorescencia permite observar distin- 
tos tipos de filamentos de proteína que se entrecruzan en 
la célula eucariótica y forman una trama tridimensional 
interconectada, el citoesqueleto. Existen tres clases 
principales de filamentos citoplasmáticos -los filamentos 
de actina, los microtúbulos y los filamentos intermedios 
(Fig. 1-10), que difieren en anchura (entre 6 y 22 nm), 
composición y función específica. Todos ellos proporcio- 
nan estructura y organización al citoplasma y mantienen . 
la forma de la célula. Los filamentos de actina y los micro- 
túbulos colaboran también en el movimiento de los orgá- 
nulos o en el movimiento celular global. 

Cada tipo de componente citoesquelético está com- 
puesto por subunidades simples de proteína que se 
asocian de manera no covalente para formar filamentos 
de grosor uniforme. Estos filamentos no son estructuras 
permanentes, sino que se encuentran en constante fluc- 
tuación entre sus subunidades proteicas y los filamen- 
tos. Su localización celular no está fijada rígidamente, 
sino que varía mucho durante la mitosis, la citocinesis, 
el desplazamiento ameboideo o a causa de los cambios 
en la forma de la célula. La regulación de la formación, 
desagregación y localización de los diversos tipos de 
filamentos está regulada por otras proteínas encargadas 
de unir o entrelazar los filamentos o de desplazar orgá- 
nulos citoplasmáticos a lo largo de los mismos. (Las 
bacterias contienen proteínas parecidas a la actina que 
llevan a cabo funciones similares). 

De este breve repaso de la estructura celular pode- 
mos extraer la idea general de que la célula eucariótica 
está formada por una trama de fibras estructurales y un 
complejo sistema de compartimentos limitados por 
membranas (Fig. 1-8). Los filamentos se desagregan 
para reestructurarse en otro lugar distinto. Las vesícu- 
las membranosas brotan de un orgánulo y se fusionan 
con otro. Los orgánulos se mueven por el citoplasma a 
lo largo de filamentos de proteína gracias a motores 
proteicos dependientes del consumo de energía. El sis- 
tema endomembranoso segrega procesos metabóli- 
cos específicos y aporta las superficies en las que tienen 
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(a) Célula animal 
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dentro y fuera de la céluja. 


Mitocondria: oxida combustible 


para producir ATP. 


Cloroplasto: recolecta la energía solar, 
produce ATP y giúcidos. 


Gránulos de almidón: almacén tempora 
de glúcidos producto de la fotosíntesis. 


Tilacoides: donde tiene lugar 
la síntesis de ATP que aprovecha 
la energía de la luz. 


Pared celular: confiere forma y 
rigidez; protege a la célula del 
hinchamiento osmótico. 


Vacuola: degrada y recicla 
macromoléculas y almacena 
metabolitos. 
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Pared celular: de una célula adyacente 
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FIGURA 1-8 Estructura de la célula eucariótica. llustración esquerná- 
tica de dos tipos principales de célula eucariótica: (a) una célula animal 
representativa y (b) una célula vegetal representativa. Las células vege- 
tales tienen aproximadamente entre 10 y 100 ¡um de diámetro, mayores 
que las células animales que suelen tener un diámetro de entre 5 y 30 um. 


lugar ciertas reacciones enzimáticas. La exocitosis y la 
endocitosis, mecanismos de transporte (hacia el exte- 
rior y el interior de las células, respectivamente) que 
implican fusión y fisión de membranas, permiten la 
comunicación entre el citoplasma y su medio externo 
mediante la secreción de sustancias producidas en la 
célula y la captación de material extracelular. 

Esta organización estructural del citoplasma está 
lejos de ser producto del azar. El movimiento y la posi- 


Glioxisoma: contiene enzimas del 
cicto del glioxilato. 


(b) Célula vegetal 


Las estructuras rotuladas en rojo son exclusivas de células animales, ias 
rotuladas en verde lo son de células vegetales. Los microorganismos 
eucarióticos (como protistas y hongos) tienen estructuras similares a las 
de las células animales y vegetales pero pueden contener también orgá- 
nulos especializados no ilustrados aquí. 


ción de los orgánulos y de los elementos del citoesque- 
leto están sometidos a una estrecha regulación y en el 
transcurso de la vida de la célula se producen importan- 
tes reorganizaciones finamente orquestadas, como la 
mitosis. Las interacciones entre citoesqueleto y orgánu- 
los son reversibles, de tipo no covalente y están sujetas 
a regulación en respuesta a diversas señales intra y 
extracelulares. 
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FIGURA 1-9 Fraccionamiento subcelular de un tejido. En primer lugar 
se homogeniza mecánicamente un tejido, como por ejemplo el hígado, 
para romper las células y dispersar su contenido en un medio acuoso 
tamponado. El medio de sacarosa que tiene una presión osmótica simi- 
lar a la de los orgánulos, equilibra la difusión de agua hacia fuera y hacia 
el interior de los orgánulos, ya que éstos se hincharían y romperían en 
una disolución de menor osmolaridad (véase la Fig. 2-13). Las partículas 
en suspensión de diferentes tamaños se pueden separar por centrifuga- 
ción a diferentes velocidades. Las partículas más grandes sedimentan 
más rápidamente que las más pequeñas y el material soluble no sedi- 
menta. Mediante una cuidadosa elección de las condiciones de la centri- 
fugación es posible separar las fracciones subcelulares para su caracteri- 
zación bioquímica. [Fuente: Información de B. Alberts et al. Molecular 
Biology of the Cell, 2" ed. Garland Publishing, inc., 1989, p.165.] 


Las células construyen estructuras supramoleculares 


Las macromoléculas y sus subunidades monoméricas 
son de tamaño muy diferente (Fig. 1-11). Una mojécu- 
la de alanina mide menos de 0,5 nm. Una molécula de 
hemoglobina, proteína transportadora de oxígeno en los 
eritrocitos (células rojas de la sangre), contiene cerca 
de 600 subunidades de aminoácido formando cuatro 
largas cadenas que se pliegan de forma globular y se 
asocian en estructuras de 5,5 nm de diámetro. Las pro- 
teínas son, a su vez, mucho menores que los ribosomas 
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(b) 


FIGURA 1-10 Los tres tipos de filamentos del citoesqueleto: filamen- 
tos de actina, microtúbulos y filamentos intermedios. Se pueden mar- 
car estructuras celulares con un anticuerpo (capaz de reconocer una 
proteína específica) unido covalentemente a un compuesto fluorescente, 
Las estructuras teñidas son visibles cuando se observa la célula con un 
microscopio de fluorescencia. (a) En esta célula de fibroblasto en cultivo 
los haces filamentos de actina están teñidos en rojo; los microtúbulos, 
que irradian desde el centro de la célula, en verde; y los cromosomas del 
núcleo en azul. (b) Una célula pulmonar de tritón durante la mitosis. Los 
microtúbulos (verde), unidos a estructuras llamadas cinetocoros (amari- 
llo) sobre los cromosomas condensados (azul), arrastran a los cromoso- 
mas hacia los polos opuestos, o centrosomas (magenta) de la célula. Los 
filamentos intermedios, formados por queratina (rojo), mantienen la 
estructura de la célula. [Fuentes: (a) James l. Faust y David G. Capco, 
Arizona State University/NiH National Institute of General Medical 
Sciences. (b) Dr. Alexey Khodjakov, Wadsworth Center, New York State 
Department of Health] 


(cuyo diámetro es de aproximadamente 20 nm), orgá- 
nulos de tamaño muy inferior al de las mitocondrias que 
miden aproximadamente 1.000 nm de diámetro. Existe, 
pues, una gran diferencia entre las biomoléculas sim- 
ples y las estructuras que pueden observarse al micros- 
copio óptico. La Figura 1-12 ilustra la jerarquía estruc- 
tural en la organización celular. 

Las subunidades monoméricas de proteínas, ácidos 
nucleicos y polisacáridos se unen mediante enlaces cova- 
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(a) Algunos de los aminoácidos de las proteínas 
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FIGURA 1-11 Compuestos orgánicos a partir de los cuales se forman 
la mayoría de los componentes celulares: el ABC de la Bioquímica. (a) 
Seis de los veinte aminoácidos a partir de los cuales se construyen todas 
las proteínas (las cadenas laterales se destacan en rosa); (b) las cinco 
bases nitrogenadas, dos azúcares de cinco carbonos y el ácido fosfórico 


lentes. Sin embargo, en complejos supramoleculares, las 
macromoléculas se mantienen unidas mediante interac- 
ciones no covalentes mucho más débiles, individualmen- 
te, que los enlaces covalentes. Entre las interacciones no 
covalentes se cuentan los enlaces de hidrógeno (entre 
grupos polares), las interacciones iónicas (entre grupos 
cargados), las interacciones hidrofóbicas (entre grupos 
no polares en disolución acuosa) y las interacciones de 
van der Waals (fuerzas de London), todas ellas de energía 
considerablemente menor que la de los enlaces covalen- 
tes. Las interacciones no covalentes se describen en el 
Capítulo 2. Los complejos supramoleculares se estabili- 
zan gracias al gran número de interacciones no covalen- 
tes que se establecen en ellos y que son las responsables 
de sus estructuras únicas. 
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(c) Algunos de los componentes de los lípidos 
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(d) El azúcar principal 
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a partir de los cuales se construyen todos los ácidos nucleicos; {c} cinco 
componentes de membranas lipídicas, y (d) b-glucosa, el azúcar sencillo 
a partir del cual se derivan la mayor parte de los glúcidos. Nótese que el 
fosfato es un componente tanto de los ácidos nucleicos como de las 
membranas lipidicas. 


Los estudios in vitro podrían no detectar interacciones 
importantes entre moléculas 


Uno de los métodos para entender un proceso biológico 
consiste en el estudio de las moléculas purificadas in 
vitro (en el interior del tubo de ensayo), sin interferen- 
cias con otras moléculas presentes en la célula intacta 
(es decir, in vivo). A pesar de que esta metodología ha 
resultado muy útil, debemos recordar que el interior de 
una célula es muy diferente del entorno que pueda 
haber en un tubo de ensayo. Los componentes que 
“interfieren” y que se eliminan mediante purificación 
pueden resultar críticos para la función biológica o para 
la regulación de la actividad de la molécula purificada. 
Por ejemplo, los estudios in vitro de enzimas purifica- 
dos se llevan a cabo normalmente a concentraciones de 
enzima muy bajas y en disoluciones acuosas en agita- 
ción constante. En la célula, el enzima se encuentra 
disuelto o suspendido en un citosol de textura parecida 


La célula 
y sus orgánulos 


FIGURA 1-12 Jerarquía estructural en la organización molecular de 
las células. Los orgánulos y otros componentes relativamente grandes 
de las células están compuestos por complejos supramoleculares que, 
a su vez, están compuestos por macromoléculas más pequeñas e 
incluso subunidades moleculares aún más pequeñas. Por ejempio, el 
núclea de esta célula vegetal contiene la cromatina, un complejo 


a un gel y acompañado de miles de proteínas diferen- 
tes, algunas de las cuales se unen al enzima y modifican 
su actividad. Algunos enzimas forman parte de comple- 
jos multienzimáticos en los que los reactivos son cana- 
lizados de un enzima a otro sin que lleguen a tener 
contacto con el disolvente. Si se representan todas las 
macromoléculas conocidas de una célula a sus dimen- 
siones y concentraciones reales (Fig. 1-13), resulta 
evidente la gran densidad del eitosol y que la difusión 
de macromoléculas en su interior debe estar ralentiza- 
da por la colisión con otras estructuras grandes. Resu- 
miendo, una molécula determinada puede actuar de 
modo muy diferente en la célula que in vitro. Uno de los 
retos de la bioquímica consiste en comprender la 
influencia de la organización celular y las asociaciones 
macromoleculares en la función de enzimas y otras 
biomoléculas, es decir, comprender la función tanto in 
vivo como in vitro. 


RESUMEN 1.1 Fundamentos celulares 


E Todas las células están rodeadas por una membrana 
plasmática, poseen un citosol que contiene metabolitos, 
coenzimas, iones inorgánicos y enzimas y poseen un 
conjunto de genes contenidos en un nucleoide (bacte- 
rias y arqueas) o un núcleo (eucariotas). 

E Todos los organismos necesitan una fuente de ener- 
gía para desarrollar trabajo celular. Los fotótrofos obtie- 
nen energía de la luz del sol; los quimiótrofos oxidan 
combustibles mediante la transferencia de electrones a 
buenos aceptores electrónicos: compuestos inorgáni- 
cos, compuestos orgánicos u oxígeno molecular. 

MM” Las células bacterianas y de arqueas contienen un 
citosol, un nucleoide y plásmidos, todos ellos dentro de 
una envoltura celular. Las células eucarióticas tienen 
núcleo y están multicompartimentadas, con ciertos 
procesos confinados en orgánulos específicos; estos 
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Macromoléculas Unidades monoméricas 


Aminoácidos 


supramolecular formado por DNA y proteínas básicas (histonas) El 
DNA está compuesto por subunidades monoméricas simples (nucleó- 
tidos), de la misma manera que las proteínas están formadas por ami- 
noácidos. [Fuente: Información de W.M. Becker y DW. Deamer, The 
World of the Cell 2* ed., Benjamin/Cummings Publishing Company, 
1991, Fig. 2-15] 


orgánulos se pueden separar para su estudio de modo 
aislado. 

MB” Las proteínas del citoesqueleto se unen formando 
largos filamentos que confieren forma y rigidez a las 
células y son el soporte para el movimiento de los orgá- 
nulos a través de la célula. 

© Los complejos supramoleculares que se mantienen 
unidos mediante interacciones no covalentes forman 
parte de una jerarquía estructural, algunos de cuyos 
componentes son visibles al microscopio óptico. La eli- 
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FIGURA 1-13 La célula abarrotada. Este dibujo de David Goodsell 
representa de manera muy exacta los tamaños y cantidades relativas de 
ias macromoléculas en una pequeña región de una célula de E. coli. Este 
citosol concentrado y abarrotado de proteínas y ácidos nucleicos es muy 
diferente del típico extracto celular utilizado en estudios bioquímicos, en 
los que el citosol ha sido diluido muchas veces, alterando en gran 
medida las interacciones entre las macromoléculas que se difunden en 
él [Fuente: © David. S. Goodsell, 1999. 
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minación de moléculas individuales de estos complejos 
para su estudio in vitro puede provocar la pérdida de 
interacciones importantes en el medio celular. 


1.2 Fundamentos químicos 


La bioquímica tiene como objetivo explicar en términos 
químicos las estructuras y funciones biológicas. A fina- 
les del siglo xvm los químicos llegaros a la conclusión de 
que la composición de la materia viva era notablemente 
diferente de la del mundo inanimado. Antoine-Laurent 
Lavoisier (1743-1794) observó la relativa simplicidad 
química del “mundo mineral” en contraste con la com- 
plejidad de los “mundos animal y vegetal”; se sabía que 
estos últimos estaban formados por compuestos ricos 
en carbono, oxígeno, nitrógeno y fósforo. 

Durante la primera mitad del siglo xx, investigacio- 
nes bioquímicas paralelas acerca de la degradación de la 
glucosa en levaduras y en células musculares de anima- 
les permitieron observar importantes similitudes quími- 
cas en estos dos tipos de células, aparentemente muy 
diferentes: la degradación de la glucosa en la levadura y 
en células musculares tiene lugar a través de los mismos 
10 intermediarios químicos y los mismos 10 enzimas. 
Estudios posteriores sobre muchos otros procesos bio- 
químicos en un gran número de organismos diferentes 
confirmó la universalidad de esta observación, clara- 
mente resumida por Jacques Monod en 1954: “Lo que es 
cierto para E. coli es cierto para el elefante”. La noción 
actual de que todos los organismos comparten un ori- 
gen evolutivo común se basa en parte en esta universa- 
lidad de intermediarios y transformaciones químicas, 
frecuentemente denominada “unidad bioquímica”. 

Menos de 30 de los más de 90 elementos químicos 
presentes en la naturaleza son esenciales para los seres 
vivos. La mayoría de los elementos de la materia viva 
tienen un número atómico relativamente bajo; sólo tres 
de ellos tienen número atómico superior al del selenio, 
34 (Fig. 1-14). Los cuatro elementos más abundantes 
en los organismos vivos, en términos de porcentaje 
sobre el número total de átomos, son el hidrógeno, el 
oxígeno, el nitrógeno y el carbono, que en conjunto 
representan más del 99% de la masa de la mayoría de 
las células. Son los elementos más ligeros capaces de 
formar uno, dos, tres y cuatro enlaces covalentes, res- 
pectivamente; en general, los elementos más ligeros 
forman los enlaces más fuertes. Los oligoelementos 
(Fig. 1-13) representan una fracción minúscula del peso 
del cuerpo humano peró todos ellos son esenciales para 
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la vida, generalmente a causa de que resultan impres- 
cindibles para la función de proteínas específicas, 
incluidos muchos enzimas. La capacidad transportadora 
de oxígeno de la molécula de hemoglobina, por ejemplo, 
depende totalmente de cuatro iones de hierro que cons- 
tituyen sólo el 0,3% de su masa. 


Las biomoléculas son compuestos de carbono 
con diversos grupos funcionales 


La química de los organismos vivos se organiza alrede- 
dor del carbono, que representa más de la mitad del 
peso seco de las células. El carbono puede formar enla- 
ces simples con átomos de hidrógeno, y tanto enlaces 
simples como dobles con los átomos de oxígeno y de 
nitrógeno (Fig. 1-15). La capacidad de los átomos de 
carbono para formar enlaces simples muy estables con 
hasta otros cuatro átomos de carbono es de gran tras- 
cendencia en biología. Dos átomos de carbono pueden 
compartir también dos (o tres) pares de electrones, 
formando enlaces dobles (o triples). 

Los cuatro enlaces simples que puede formar un 
átomo de carbono se distribuyen desde el núcleo a los 
cuatro vértices de un tetraedro (Fig. 1-16), con un 
ángulo de 109,5” entre ellos y una longitud media de 
enlace de 0,154 nm. Existe libertad de rotación alrede- 
dor de cada enlace simple carbono-carbono a no ser 
que ambos átomos de carbono estén unidos a grupos 
muy voluminosos o cargados, en cuyo caso la rotación 
puede estar restringida. Un enlace doble carbono-car- 
bono es más corto (mide aproximadamente 0,134 nm) 
y rígido, y sólo permite una rotación muy limitada alre- 
dedor de su eje. 

Los átomos de carbono enlazados covalentemente 
en las biomoléculas pueden formar cadenas lineares, 
ramificadas y estructuras circulares. Es probable que la 
versatilidad de enlace del carbono, consigo mismo y con 
otros elementos, fuera una de las causas principales de 
la selección de los compuestos de carbono para formar 
parte de la maquinaria molecular de las células durante 
el origen y la evolución de los seres vivos. Ningún otro 
elemento químico puede formar moléculas de tamaños, 
formas y composición tan diferentes. 

Puede considerarse que la mayor parte de las bio- 
moléculas son derivados de los hidrocarburos, con los 
átomos de hidrógeno reemplazados por una amplia 
gama de grupos funcionales que confieren propiedades 
químicas específicas a la molécula y dan lugar a las dife- 
rentes familias de compuestos orgánicos. Las familias 


FIGURA 1-14 Los elementos esenciales para la 
vida y la salud de los animales. Los elementos 
principales (sobre fondo rojo claro) son compo- 
nentes estructurales de células y tejidos y deben 
estar presentes en la dieta en cantidades diarias 
del orden de gramos. Las necesidades de oligoele- 
mentos (sobre fondo amarillo) son mucho meno- 
res: en el caso del hombre son suficientes unos 
pocos miligramos al día de Fe, Cu, y Zn, y todavía 
menos de los demás elementos. Las necesidades 
elementales de las plantas y los microorganismos 
son muy similares à las aquí presentadas; son 
variadas las formas en que adquieren estos ele- 
mentos. 
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FIGURA 1-15 Versatilidad de enlace del 
carbono. El carbono puede formar enlaces 
covalentes simples, dobles y triples (todos los 
enlaces en rojo), en especial con otros átomos 
de carbono Los enlaces triples son muy poco 
frecuentes en las biomoléculas. 


FIGURA 1-16 Geometría de los enlaces del carbono. (a) Los átomos 
de carbono presentan la distribución tetraédrica característica de sus 
cuatro enlaces simples, (b) Los enlaces simples carbono-carbono pre- 
sentan libertad de rotación, como se muestra aquí para el etano 


más comunes de compuestos orgánicos son los alcoho- 
les, con uno o más grupos hidroxilo, las aminas, con 
grupos amino, los aldehídos y las cetonas, con grupos 
carbonilo; y los ácidos carboxílicos, con grupos carboxi- 
lo (Fig. 1-17). Muchas biomoléculas son polifunciona- 
les y contienen dos o más tipos de grupos funcionales 
(Fig. 1-18), cada uno de ellos con propiedades quími- 
cas y reactividad propias. La “personalidad” química de 
cada compuesto viene determinada por la química de 
sus grupos funcionales y su disposición en el espacio 
tridimensional. 


RECUADRO 1-1 


(CH,-CH,). (c) Los enlaces dobles son más cortos y no permiten la libre 
rotación. Los dos carbonos unidos por el enlace doble y los átomos 
denominados A, B, X e Y están situados en el mismo plano rígido. 


Las células contienen un conjunto universal 
de moléculas pequeñas 


En la fase acuosa de una célula (citosol) se encuentra 
disuelta una colección de quizás un millar de pequeñas 
moléculas orgánicas diferentes (M, -100 a -500), 
cuyas concentraciones intracelulares oscilan entre 
nanomolar y milimolar (vea la Fig. 15-4). (En el Recua- 
dro 1-1 se encuentra una explicación de las diversas 
maneras de referirnos al peso molecular). Estos son los 
metabolitos centrales de las rutas principales presentes 
en la práctica totalidad de las células: los metabolitos y 


Peso molecular, masa molecular y las unidades que deben utilizarse 


Existen dos maneras comunes y equivalentes para 
definir la masa molecular y ambas se utilizan en este 
texto. La primera es el peso molecular, o masa 
molecular relativa, representados por el símbolo M.. 
El peso molecular de una sustancia se define como la 
relación entre la masa de una molécula de esta sus- 
tancia y la duodécima parte de la masa del carbo- 
no-12 (C). Al definirse como una relación entre dos 
valores con las mismas unidades, M_ no tiene dimen- 
siones, es decir, no tiene unidades asociadas. La 
segunda es la masa molecular, representada por m. 
Ésta es simplemente la masa de una molécula, o la 
masa molecular dividida por el número de Avogadro. 
La masa molecular, m, se expresa en daltons (abre- 
viado Da). Un dalton equivale a una duodécima parte 
de la masa del carbono-12; um kilodalton (kDa) equi- 
vale a 1.000 daltons y un megadalton (MDa) a un 
millón de daltons. 


Considérese, por ejemplo, una molécula de masa 
1.000 veces la del agua. De esta molécula podemos 
decir lo siguiente: M, = 18.000 o m = 18.000 daltons. 
También la podemos describir como “una molécula de 
18 kDa”. Sin embargo, la expresión M_ = 18.000 dal- 
tons es incorrecta. | 

Otra unidad conveniente que sirve para describir | 
la masa de un único átomo o una única molécula es la | | 
unidad de masa atómica (anteriormente denominada | 
uma, abreviatura que ahora ha sido cambiada por u). | 
Una unidad de masa atómica (1 u) se define como la | 
duodécima parte de la masa de un átomo de carbo- 
no-12. Puesto que la masa de un átomo de carbono-12 
medida experimentalmente es de 1,9926 X 10% g, 1 u 
= 1,6606 X 10 g. La unidad de masa atómica resulta 
adecuada para describir, por ejemplo, la masa de un | 
pico observado por espectrometría de masas (consul- || 


te el Capítulo 3, p. 100). | 
A A m 
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FIGURA 1-17 Algunos grupos funcionales comunes en biomoléculas. 
Los grupos funcionales se representan con un fondo del color usado nor- 
malmente para representar el elemento que los caracteriza: gris para el Ç, 
rojo para el O, azu! para el N, amarillo para el S y naranja para el P. En esta 


rutas que se han conservado a lo largo de la evolución. 
En este conjunto de moléculas se incluyen los aminoá- 
cidos, nucleótidos, azúcares y sus derivados fosforila- 
dos y ciertos ácidos mono- di- y tricarboxílicos. Las 
moléculas pueden ser polares o cargadas y solubles en 
agua. Están atrapadas dentro de la célula porque la 
membrana plasmática es impermeable a ellas, aunque 
algunos transportadores de membrana específicos pue- 
den catalizar el movimiento de ciertas moléculas hacia 
el interior o el exterior de la célula o entre comparti- 
mientos de las células eucarióticas. La presencia uni- 
versal del mismo conjunto de compuestos en las células 
vivas es una manifestación de la conservación evolutiva 
de las rutas metabólicas que se desarrollaron en las 
células primitivas. 

Existen otras biomoléculas pequeñas que son espe- 
cíficas para ciertos tipos de células u organismos. Por 
ejemplo, las plantas vasculares contienen, además de 
los metabolitos ya comentados de carácter universal, 
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figura y en todo el libro, se utiliza la R para representar un “sustituyente 
cualquiera”, Puede ser tan simple como un átomo de hidrógeno, pero nor- 
malmente es un grupo que contiene carbono. Cuando se representan dos 
o más sustituyentes en una molécula se emplea el superíndice R', R?, etc. 


otras moléculas pequeñas denominadas metabolitos 
secundarios, que juegan un papel específico en la vida 
de la planta. Entre estos metabolitos se incluyen com- 
puestos que proporcionan su aroma y color característi- 
cos a las plantas y otros como la morfina, quinina, nico- 
tina y cafeína, apreciados por sus efectos fisiológicos en 
humanos pero que desempeñan otras funciones en las 
plantas. 

El conjunto de moléculas pequeñas de una célula 
determinada en unas condiciones específicas se deno- 
mina metaboloma, estableciendo un paralelismo con el 
término “genoma”. La metabolómica es la caracteriza- 
ción sistemática del metaboloma en condiciones muy 
específicas (como por ejemplo después de la adminis- 
tración de un fármaco o de una señal biológica como la 
insulina). 


tioéster amido amido 
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FIGURA 1-18 Varios grupos funcionales comunes en una única bio- 
molécula. El acetil-coenzima A (comúnmente abreviado acetil-CoA) es 
un portador de grupos acetiio en algunas reacciones enzimáticas. Los 
grupos funcionales se identifican en la fórmula estructural. Camo vere- 
mos en el Capítulo 2, varios de estos grupos funcionales pueden existir 
en su forma protonada o desprotonada, en función del pH. En el modelo 


Las macromoléculas son los principales constituyentes 
de las células 


Muchas moléculas biológicas son macromoléculas, 
polímeros de masa molecular superior a -5.000 cons- 
truidos a partir de precursores relativamente simples. 
Los polímeros más cortos se denominan oligómeros 
(del griego oligos, “pocos”). Las proteínas, los ácidos 
nucleicos y los polisacáridos son macromoléculas com- 
puestas por monómeros de masa molecular igual o infe- 
rior a 500, La síntesis de macromoléculas es una de las 
actividades celulares que más energía consume. Las 
macromoléculas pueden unirse entre ellas para dar 
lugar a complejos supramoleculares que dan lugar a 
unidades funcionales tales como los ribosomas. En la 
Tabla 1-1 se muestran las principales clases de biomolé- 
culas en una célula de E. coli. 

Las proteínas, largos polímeros de aminoácidos, 
constituyen, junto con el agua, la fracción celular más 
importante. Algunas proteínas tienen propiedades cata- 
Kticas y actúan como enzimas, otras sirven como ele- 
mentos estructurales, receptores de señales o transpor- 
tadores que acarrean sustancias específicas hacia o 
desde el interior de las células. Las proteínas son quizás 
las biomoléculas más versátiles de todas las biomolécu- 
las y el catálogo de sus muchas funciones resultaría muy 
largo. La suma de todas las proteínas que funcionan en 
una célula son su proteoma, y la proteómica es la 
caracterización sistemática de este complemento de 
proteínas en unas condiciones determinadas. Los áci- 
dos nucleicos, DNA y RNA, son polímeros de nucleóti- 
dos. Almacenan y transmiten la información genética, y 
algunas moléculas de RNA desempeñan papeles estruc- 
turales y catalíticos en complejos supramoleculares. El 
genoma es la secuencia completa del DNA de una 
célula (o en el caso de los virus de RNA, su RNA), y la 
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espacial, N es azul, C es negro, P es naranja, O es rojo y H es blanco. 
El átomo amarillo de la izquierda es el azufre del importante enlace 
tioéster que se forma entre el acetilo y el coenzima Á. [Fuente: La 
estructura del Acetil-CoA se ha obtenido de PDB ID 1DM3, Y. Modis y 
R.K. Wierenga, J. Mol. Biol. 297:1171, 2000.] 


genómica es la caracterización de la estructura compa- 
rativa, la función, la evolución y el mapeado de los geno- 
mas. Los polisacáridos, polímeros de azúcares senci- 
llos tales como la glucosa, tienen tres funciones princi- 
pales: como almacén de combustibles energéticos, 
como componentes estructurales rígidos de las paredes 
celulares (en plantas y bacterias) y como elementos de 
reconocimiento extracelular que se unen a proteínas de 
otras células. Los polímeros más cortos de azúcares 
(oligosacáridos) unidos a proteínas o lípidos de la 
superficie celular actúan como señales celulares especí- 


TABLA 1-1 


Componentes moleculares de 


una célula de E coli 


| 
| 
z 70 ] 


ua 
Proteínas 15 3.000 

| Ácidos nucleicos 

| DNA | 14 

- RNA 6 >3.000 | 

| Polisacáridos 3 20 

| Lípidos 2 50 

| Subunidades monoméricas 2 2.600 

| e intermediarios 

_ Tones inorgánicos ] 20 
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Fuente: AG. Guo et al., Nucleic Acids Res, 41:D625, 2013. 


a Este número sería muy superior si se consideraran todas las 
permutaciones y combinaciones de ácidos grasos sustituyentes. 
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ficas. El glicoma de una célula es el conjunto de sus 
moléculas que contienen glúcidos. Los lípidos, deriva- 
dos insolubles de hidrocarburos, actúan como compo- 
nentes estructurales de las membranas, reserva de 
combustible rico en energía, pigmentos y señales intra- 
celulares. Las moléculas que contienen lípidos en una 
célula constituyen su lipidoma. Gracias a la aplicación 
de métodos sensibles y de gran poder resolutivo (como 
por ejemplo la espectrometría de masas) es posible dis- 
tinguir y cuantificar cientos o miles de estos componen- 
tes y cuantificar, por consiguiente, sus variaciones en 
respuesta a señales, fármacos o condiciones cambian- 
tes. La biología de sistemas trata de integrar la informa- 
ción procedente de la genómica, la proteómica, la glicó- 
mica y la lipidómica para obtener una visión molecular 
de todas las actividades de una célula en unas condicio- 
nes determinadas y de los cambios que ocurren cuarido 
el sistema es perturbado por señales o circunstancias 
externas o a causa de mutaciones. 

Proteínas, polinucleótidos y polisacáridos están 
formadas por un gran número de subunidades monomé- 
ricas y tienen por tanto masas moleculares elevadas: 
entre 5.000 y más de 1 millón en proteínas, hasta varios 
miles de millones en ácidos nucleicos y del orden de 
millones en polisacáridos tales como el almidón. Las 
moléculas individuales de lípido son mucho más peque- 
ñas (M, 750 a 1.500) y no se consideran macromolécu- 
las. Sin embargo, pueden formar estructuras muy gran- 
des por asociación no covalente. Las membranas celula- 
res se construyen a partir de enormes agregados no 
covalentes de moléculas de lípidos y de proteínas. 

Dadas sus secuencias características construidas 
con subunidades y ricas en información, se suele definir 
a las proteínas y a los ácidos nucleicos como macromo- 
léculas informativas. Como se ha dicho antes, algu- 
nos oligosacáridos actúan también como moléculas 
informativas. 


La estructura tridimensional se describe en términos 
de configuración y conformación 


Los enlaces covalentes y los grupos funcionales de las 
biomoléculas son de importancia central para su fun- 
ción, del mismo modo que resulta de crucial importan- 
cia la distribución de los átomos de una biomolécula en 
el espacio tridimensional (su estereoquímica). Los 
compuestos de carbono existen normalmente como 
estereoisómeros, moléculas que contienen los mis- 
mos enlaces químicos y la misma fórmula química pero 
con diferente configuración o distribución espacial de 
sus átomos constituyentes. Las interacciones entre las 
biomoléculas son invariablemente estereoespecíficas, 
lo que implica que las moléculas que interactúan tienen 
una configuración específica. 

La Figura 1-19 muestra tres formas de ilustrar la 
estereoquímica, o configuración, de moléculas simples. 
El diagrama en perspectiva especifica la estereoquímica 
de forma no ambigua, pero los ángulos y las distancias 
de enlace se representan mejor con modelos de bolas y 
varillas. En los modelos espacialmente llenos el radio de 
cada átomo es proporcional a su radio de van der Waals 
y los contornos del modelo definen el espacio ocupado 
por la molécula (el volumen del que quedan excluidos 
los átomos de otras moléculas). 


(a) (b) (c) 


FIGURA 1-19 Representación de moléculas. Tres maneras de repre- 
sentar la estructura del aminoácido alanina (aquí se muestra en su 
forma iónica a pH neutro). (a) Fórmula estructural en perspectiva: el 
simbolo en forma de cuña ( —= ) representa un enlace en el que el 
átomo del extremo más ancho se proyecta hacia el exterior del plano del 
papel y hacia el lector; el simbolo en forma de cuña a trazos ( ——= >) 
representa enlaces que están dirigidos hacia la parte posterior al plano 
del papel. (b} Modelo de bolas y varillas, donde se observan las longitu- 
des relativas de los enlaces y los ángulos de enlace. (c) Modelo espacial 
lleno, en el que cada átomo se presenta con su radio de van der Waals 
relativo correcto. 


La configuración es el resultado de la presencia de 
(1) enlaces dobles, alrededor de los cuales existe poca 
o nula libertad de rotación, o (2) centros quirales, alre- 
dedor de los cuales los grupos sustituyentes se dispo- 
nen según una orientación específica. La característica 
que identifica a los estereoisómeros es que no pueden 
ser interconvertidos sin romper temporalmente uno o 
más enlaces covalentes. La Figura 1-20a muestra las 
configuraciones del ácido maleico y de su isómero, el 
ácido fumárico. Estos compuestos son isómeros 
geométricos o isómeros cis-trans; difieren en la 
disposición de sus grupos sustituyentes con respecto 
al doble enlace que no posee capacidad de rotación 
(del latín cis, “a este lado” -los grupos se encuentran 
en el mismo lado del enlace doble; trans, “al otro lado” 
-los grupos se hallan en lados opuestos). El ácido 
maleico (maleato en el pH neutro del citoplasma) es el 
isómero cis y el ácido fumárico (fumarato) es el trans; 
cada uno de ellos es un compuesto bien definido que 
puede ser aislado y purificado y que tiene sus propias 
características químicas. Un lugar de unión (por ejem- 
plo, en un enzima) que sea complementario con una de 
estas moléculas no lo será para la otra, lo que explica 
por qué estos dos compuestos tienen papeles biológi- 
cos diferentes a pesar de ser químicamente muy pare- 
cidos. 

En el segundo tipo de estereoisomería, los cuatro 
sustituyentes diferentes unidos a un átomo de carbono 
tetraédrico pueden ordenarse en el espacio de dos 
maneras diferentes (es decir, tener dos configuracio- 
nes), dando lugar a dos estereoisómeros con propieda- 
des químicas similares o idénticas, pero que difieren 
en algunas propiedades físicas y biológicas. Se dice 
que un átomo de carbono con cuatro sustituyentes 
diferentes es asimétrico, y los carbonos asimétricos se 
denominan centros quirales (del griego chiros, 
“mano”; algunos estereoisómeros se relacionan estruc- 
turalmente entre sí como la mano izquierda con la 
derecha). Una molécula con un solo carbono quiral 
puede tener dos estereoisómeros; si los carbonos qui- 
rales son dos o más (n), puede haber 2” estereoisóme- 
ros. Los estereoisómeros que son imágenes especula- 


H H HOOC H 
N / N Y 
C=C C=C 
[| N Y N 
HOOC COOH H COOH 


Ácido maleico (cis) Ácido fumárico (trans) 


(a) 
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FIGURA 1-20 Configuraciones de isómeros geométricos. (a) Los isó- 
meros como el ácido maleico (maleato a pH 7) y el ácido fumárico 
(fumarato) no pueden interconvertirse sin la rotura de enlaces covaien- 


tes, proceso que consume mucha más energía que la energía cinética 


media de moléculas a temperatura fisiológica. (b) En la retina de los ver- 


tebrados, el paso inicial del proceso de detección de la luz es la absor- 


ción de la luz visible por parte del 11-cis-retinal. La energia de la luz 
absorbida (aproximadamente 250 kJ/mol) convierte el 11-cis-retinal en 
todo-trans-retina!, lo que produce variaciones eléctricas en las células de 


la retina que dan lugar al impulso nervioso. (Obsérvese que en los 


modelos de bolas y varillas de los retinales se omiten los átomos de 


hidrógeno). 


1-cis-Retinal 


(b) 


res entre ellos se denominan enantiómeros (Fig. 
1-21). Las parejas de estereoisómeros que no son 
imágenes especulares entre sí se denominan diaste- 
reómeros (Fig. 1-22). 

Tal como observó Louis Pasteur en 1848 (Recuadro 
1-2), los enantiómeros tiene reactividades químicas casi 
idénticas pero se diferencian en una propiedad física 


Imagen Molécula 
especular - 
de la Después de hacer 
molécula rotar la molécula 
original no es posible 


superponerla 
sobre su imagen 
especular. 
Molécula 
original 


(a) 


FIGURA 1-21 Asimetría molecular: moléculas quirales y aquirales. 
(a) Cuando un átomo de carbono tiene cuatro grupos sustituyentes 
diferentes (A, B, X, Y), éstos pueden disponerse de dos maneras dife- 
rentes que dan lugar a dos moléculas no superponibles, en las que 
cada una de ellas es la imagen especular de la otra (enantiómeros). 
Este átomo de carbono asimétrico se denomina átomo quiral o centro 
quira!. (b) Cuando alrededor del átomo de carbono se disponen única- 


Todo-trans-Retinal 


característica: su interacción con la luz polarizada en el 
plano. En disoluciones separadas, los dos enantiómeros 
rotan el plano de la luz polarizada en direcciones opues- 
tas, pero una disolución equimolar de los dos enantió- 
meros (una mezcla racémica) no provoca rotación 
óptica. Los compuestos sin centros quirales no rotan el 
plano de la luz polarizada. 


Imagen >= Molécula 
especular aquiral: 
de la Después de hacer 
molécula rotar la molécula, 
original esta puede 
superponerse 


sobre su imagen 
especular. 


(b) 


mente tres sustituyentes diferentes (es decir, uno de los grupos apa- 
rece dos veces), solamente es posible una configuración espacial y la 
molécula es simétrica o aquiral. En este caso la molécula puede super- 
ponerse a su imagen especular: la molécula de la izquierda, puede 
rotar en sentido contrario a las agujas del reloj (cuando se mira hacia 
abajo por el eje vertical que une A y C) y dar lugar a la molécula del 
espejo, 
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Enantiómeros (imágenes especulares) 


FIGURA 1-22 Enantiómeros y diastereómeros. Hay cuatro estereoisó- 
meros diferentes del butanos 2,3-bisustituida {n = 2 carbonos asimétri- 
cos, por lo tanto 2” = 4 estereoisómeros). Cada uno de ellos se muestra 
en un recuadro como fórmula en perspectiva y como modelo de bolas y 
varillas, el cual se ha rotado para permitir que el lector vea todos los gru- 


>> Convención Clave: Dada la importancia de la este- 
reoquímica en las reacciones entre biomoléculas (como 
se verá más adelante), el bioquímico debe poder deno- 
minar y representar la estructura de las biomoléculas de 
modo que su estereoquímica quede definida sin ambi- 
gúedad. El sistema de nomenclatura RS es el más útil 
para compuestos con más de un centro quiral. En este 
sistema se asigna una prioridad a cada uno de los gru- 
pos unidos a un carbono quiral. La prioridad para algu- 
nos sustituyentes comunes es la siguiente. 


Enantiómeros (imágenes especulares) 


pos. Dos pares de estereoisómeros son imágenes especulares una del 
otro, siendo por tanto enantiómeros. Los otros pares no son imágenes 
especulares y reciben el nombre de diastereómeros. [Fuente: Informa- 
ción de F. Carroll, Perspectives on Structure and Mechanism in Organic 
Chemistry, Brooks/Cole Publishing Co., 1998, p. 63.] 


-OCH, > -OH > -NH, > -COOH > 
-CHO > CH,OH > -CH, > -H 


Para otorgar un nombre según el sistema RS, el átomo 
quiral ha de mirarse de modo que el grupo de prioridad 
más baja (4 en el diagrama siguiente) quede situado en 
dirección opuesta al observador. Si la prioridad de los 
otros tres grupos (1 a 3) disminuye según el sentido de 
las agujas del reloj, la configuración será (F) (del latín 
rectus, “derecha”) y si va en contra del sentido de las 
agujas del reloj, la configuración será (S) (del latín 


| Louis Pasteur se encontró con el fenó- 
¡| meno de la actividad óptica en 1843, 

durante sus investigaciones sobre el 

material cristalino que se acumulaba en 

los barriles de vino (una forma del ácido 

tartárico denominada ácido paratartári- 
co, también conocido como ácido racé- 
mico, del latín racemus “racimo de 
uva”). Pasteur utilizó unas pinzas muy 
finas para separar dos tipos de cristales 
cuya forma era idéntica pero de los que 
cada uno de ellos era la imagen especu- 
lar del otro. Ambos poseían todas las 
propiedades químicas del ácido tartári- 
co pero, al disolverlos, uno de ellos 
| hacía rotar la luz polarizada hacia la izquierda (levo- 
| rrotatorio) y el otro hacia la derecha (dextrorrotato- 
| rio). Pasteur describió e interpretó el experimento de 


este modo: 


proporciones en las que se encuentran combina- 
dos son los mismos, tan sólo la disposición de los 
átomos es diferente... Sabemos, por un lado, que 
las disposiciones moleculares de los dos ácidos 
tartáricos son asimétricas y, por el otro, que estas 
disposiciones son absolutamente idénticas, a 
excepción de que exhiben asimetría en direccio- 
nes opuestas, ¿Se encuentran los átomos del 
ácido dextro agrupados en forma de una espiral 
dextrógira, situados en el ápice de un tetraedro 
irregular, o bien ordenados según esta o aquella 
disposición asimétrica? No lo sabemos.* 


| En los cuerpos isoméricos, los elementos y las 
| 
| 


Louis Pasteur 1822-1895 
[Fuente: The Granger 
Collection.] 


Ahora sí lo sabemos. Los estudios cristalográ- 
ficos con rayos X confirmaron en 1951 que las 
formas levógira y dextrógira del ácido Lartári- 
co son imágenes especulares entre ellas a 
nivel molecular y permitieron establecer la 
configuración absoluta de cada una de ellas 
(Fig. 1). Se ha utilizado la misma metodología 
para demostrar que, aunque el aminoácido 
alanina existe en dos formas estereoisomérj- 
cas (denominadas D y L), en las proteínas la 
alanina se presenta sólo en una de las formas 
(el isómero L; véase el capítulo 3). 


HOOC? “00H HOOC! ACOOH 
hF: 3/ N2 PA 


C—C CL 
7 Yo HOY YH 
H OH H de H OH 
Ácido (2R,3R)-tartárico Ácido (25,39)-tartárico 
(dextrorrotatorio) (levorrotatorio) 


FIGURA 1 Pasteur separó cristales de dos estereoisómeros del 

ácido tartárico y demostró que las disoluciones de tos dos compues- 

tos por separado daban lugar al mismo grado de rotación de luz pola- | 
rizada pero en direcciones opuestas, Más tarde se demostró que las 
formas dextrógira y levógira correspondían a las formas isoméricas | 
(RA y (5,9) aquí mostradas. En el texto se describe el sistema de | 
nomenciatura RS. ` 


“Extraído de la conferencia de Pasteur en la Société Chimigue de París 
en 1883, citada en DuBos, R. (1976) Louis Pasteur: Free Lance of | 
Science, p. 95, Charles Scribner's Sons, New York. | 


sinister, “izquierda”). De esta manera cada carbono 
quiral se designa como (F) o (S), y la inclusión de esas 
designaciones en el nombre del compuesto proporciona 
una descripción inequívoca de la estereoquímica de 
cada centro quiral. 


Se 


Giro hacia la izquierda Giro hacia la derecha 


(R) (5) 


En el Capítulo 3 se describe otro sistema de nomencla- 
tura, el sistema p y L. Una molécula con un solo centro 
quiral (los dos isómeros del gliceraldehído, por ejem- 
plo) puede nombrarse sin ambigúedad con cualquiera 
de los dos sistemas. 


CHO 
CHO 12) 
$ 
CHOH 
i CH¿0Hg, 


¡-Gliceraldehído (SH -Gliceraidehído 


El concepto de conformación molecular, distinto 
del de configuración, describe la disposición espacial de 
los grupos sustituyentes que, gracias a la libertad de 
rotación alrededor de enlaces simples, tienen libertad 
para adoptar posiciones diferentes en el espacio sin 
necesidad de romper enlaces. Por ejemplo, en el etano, 
un hidrocarburo sencillo, existe libertad casi total de 
rotación alrededor del enlace simple C—C. Según el 
grado de rotación del enlace son posibles muchas con- 
formaciones diferentes e interconvertibles de la molé- 
cula de etano, (Fig. 1-23). Dos de las conformaciones 
son de especial interés: la conformación alternada, que 
es más estable que las demás y es por tanto la confor- 
mación predominante, y la forma eclipsada, que es 
menos estable. No es posible aislar ninguna de estas dos 
formas conformacionales puesto que se hallan en equi- 
librio y son interconvertibles. Sin embargo, cuando se 
reemplazan uno o más átomos de hidrógeno de cada 
uno de los carbonos con grupos funcionales volumino- 
sos o cargados eléctricamente, la libertad de rotación 
alrededor del enlace C—C queda restringida, lo que 
limita el número de conformaciones estables de los deri- 
vados del etano. 


Las interacciones entre las biomoléculas 
son estereoespecíficas 


En las interacciones entre biomoléculas, su “encaje” 
debe ser estereoquímicamente correcto. La estructura 
tridimensional de las biomoléculas grandes y pequeñas 
(la combinación de su configuración y su conformación) 
es de primordial importancia en sus interacciones bioló- 
gicas: un reactivo con su enzima, una hormona con su 
receptor en una superficie celular, un antígeno con su 
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Energía Potencial (kJ/mol) 


O 60 120 .180 240 300 360 
Ángulo de torsión (grados) 


FIGURA 1-23 Conformaciones. El etano tiene muchas contormaciones 
posibles ai existir libertad de rotación alrededor de! enlace simple C—C. 
En el modelo de bolas y varillas, cuando el átomo de carbono anterior 
(desde el punto de vista del lector) y sus tres átomos de hidrógeno rotan 
con relación al átomo de carbono posterior, la energía potencial de la 
molécula aumenta hasta un máximo en la conformación completamente 
eclipsada (con ángulos de torsión de 0°, 120°, etc.), y disminuye hasta el 
mínimo en la conformación completamente alternada (ángulo de torsión 
de 60°, 180°, etc.). Las diferencias de energía son lo suficientemente 
pequeñas como para permitir la rápida interconversión de las dos formas 
(milliones de veces por segundo), por lo que resulta imposible aislar 
separadamente las formas eclipsada y alternada. 


anticuerpo específico son ejemplos de ello (Fig. 1-24). 
El estudio de la estereoquímica biomolecular mediante 
métodos físicos precisos constituye una parte importan- 
te de la moderna investigación sobre estructura celular 
y función bioquímica. 

Las moléculas quirales de los organismos vivos se ` 
encuentran generalmente presentes en sólo una de sus 
formas quirales. Por ejemplo, los aminoácidos están pre- 
sentes en las proteínas sólo como isómeros L; la glucosa 
se encuentra presente tan sólo en forma de su isómero 
D. (En el Capítulo 3 se describen las convenciones para 
denominar los estereoisómeros de los aminoácidos; las 


FIGURA 1-24 Encaje complementario de una macromolécula y una 
molécula pequeña. Una molécula de glucosa encaja en un bolsillo de la 
superficie del enzima hexoquinasa (PDB ID 3B8A), y se mantiene en 
esta orientación gracias a diversas interacciones no covalentes entre la 
proteina y el azúcar. Esta representación de la molécula de hexoquinasa 
se ha generado con un programa que calcula la forma de la superficie 
externa de la macromolécula, definida ya sea a partir del radio de van 
der Waals de todos los átomos de la molécula o mediante el "volumen 
de exclusión del disolvente”, el volumen impenetrable para una molécula 
de agua. [Fuente: PDB ID 3B8A, P. Kuser et al., Proteins 72:731, 2008.] 
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FIGURA 1-25 Los esterecisómeros tienen efectos 
diferentes sobre el ser humano. (a) Dos estereoisóme- 
ros de la carvona: la (R)-carvona (aislada del aceite de 
menta) posee la fragancia característica de la menta; la 
(S)-carvona (de aceite de semillas de comino) huele a 
comino (b) Aspartame, el edulcorante comercializado 
con el nombre de NutraSweet, se distingue fácilmente 
de su estereoisómero amargo, a pesar de que ambos 
difieren tan sólo en la configuración de uno de los dos 
átomos de carbono quirales. {c} El medicamento antide- 
presivo citalopram (comercializado como Celexa), un 
inhibidor selectivo de la reabsorción de serotonina, es 
una mezcla racémica de los dos estereoisómeros pero 
tan sólo el (S)-citalopram tiene efecto terapéutico. El 
preparado esteroquimicamente puro de (S)-citalopram 
(oxalato de escitalopram) se comercializa bajo el nom- 
bre de Lexapro. Como es predecible, la dosis efectiva de 
Lexapro es la mitad de la dosis efectiva de Celexa. 
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correspondientes a los glúcidos se describen en el Capí- 
tulo 7; el sistema RS, descrito anteriormente, es el más 
útil para algunas biomoléculas). En cambio, cuando un 
compuesto que posee un átomo de carbono asimétrico 
se sintetiza químicamente en el laboratorio, la reacción 
suele producir todas las formas quirales posibles, for- 
mando, por ejemplo, una mezcla de formas D y L. En las 
células vivas se produce una sola forma quiral gracias a 
que los enzimas que sintetizan los compuestos quirales 
son también, a su vez, moléculas quirales. 

La estereoespecificidad, o capacidad de distinguir 
entre estereoisómeros, es una propiedad de los enzimas y 
otras proteínas y un rasgo característico de la lógica mole- 
cular de las células vivas. Si el sitio de unión en una pro- 
teína es complementario para un isómero de un compues- 
to quiral, no será complementario para el otro isómero, 
por la misma razón por la que un guante izquierdo no 
sirve para la mano derecha. En la Figura 1-25 se mues- 
tran algunos ejemplos notables de la capacidad de los 
sistemas biológicos para distinguir entre estereoisómeros. 

En el Capítulo 13 se describen las clases comunes de 
reacciones químicas que se encuentran en la bioquímica, 
como una introducción a las reacciones del metabolis- 
mo. 


RESUMEN 1.2 Fundamentos químicos 


E Gracias a su versatilidad de enlace, el átomo de car- 
bono puede producir una amplia variedad de esqueletos 
carbono-carbono con diversidad de grupos funcionales; 


estos grupos son los que les confieren su personalidad 
biológica y química a las biomoléculas. 

E Las células vivas contienen un conjunto casi univer- 
sal compuesto por aproximadamente unas mil molécu- 
las de bajo peso molecular; las interconversiones de 
estas moléculas en las rutas metabólicas centrales se 
han conservado a lo largo de la evolución. 

MB” Las proteínas y los ácidos nucleicos son polímeros 
lineales de subunidades monoméricas simples; sus secuen- 
cias contienen la información necesaria para definir su 
estructura tridimensional y sus funciones biológicas. 

E La única manera de cambiar la configuración mole- 
cular es mediante la rotura de enlaces covalentes. Si un 
átomo de carbono tiene cuatro sustituyentes diferentes 
(un carbono quiral), éstos pueden ordenarse de dos 
modos diferentes, generando estereoisómeros con pro- 
piedades diferentes. Sólo uno de los estereoisómeros es 
biológicamente activo. La conformación molecular es la 
posición de los átomos en el espacio resultante de la 
rotación alrededor de enlaces sencillos, sin que haya 
rotura de enlaces covalentes. | 

E De modo prácticamente invariable, las interaccio- 
nes entre moléculas biológicas son estereoespecíficas: 
requieren el encaje de estructuras complementarias de 
las moléculas que interactúan. 


1.3 Fundamentos físicos 


Las células y organismos vivos deben producir trabajo 
para mantenerse vivas y reproducirse. Las reacciones 


sintéticas celulares requieren aporte de energía del 
mismo modo que los procesos sintéticos industriales. 
También se necesita un aporte de energía en el movi- 
miento de una bacteria o en el de un esprínter olímpico, 
en el destello de una luciérnaga o en la descarga eléctri- 
ca de una anguila. Además, el almacenaje y la expresión 
de la información tienen un coste energético, sin el cual 
las estructuras ricas en información perderían inevita- 
blemente su orden y, por ende, su significado. 

Las células han desarrollado, a lo largo de la evolu- 
ción, mecanismos muy eficientes para el acoplamiento 
de la energía obtenida de la luz solar o de los combus- 
tibles con muchos procesos celulares que consumen 
energía. Uno de los objetivos de la bioquímica es com- 
prender, en términos químicos y cuantitativos, los 
mecanismos de extracción, almacenamiento y canali- 
zación de la energía para obtener trabajo útil en las 
células vivas. Al igual que con otras conversiones 
energéticas, podemos considerar las conversiones de 
la energía celular en el contexto de las leyes de la ter- 
modinámica. 


Los organismos vivos existen en un estado estacionario 
dinámico y no se encuentran nunca en equilibrio 
con su entorno 


Las moléculas e iones de un organismo vivo difieren en 
cuanto a tipo y concentración de las que se encuentran 
en su entorno. Un paramecio en una charca, un tiburón 
en el océano, una bacteria del suelo, o un manzano en 
un jardín, todos ellos tienen una composición diferente 
a la de su entorno y, una vez han llegado a su madurez, 
mantienen una composición más o menos constante 
aun cuando su entorno cambie constantemente 

A pesar de que la composición característica de un 
organismo varía poco a lo largo del tiempo, la población 
de moléculas dentro del organismo se encuentra lejos 
de ser estática. Contínuamente se sintetizan y se degra- 
dan pequeñas moléculas, macromoléculas y complejos 
supramoleculares mediante reacciones químicas que 
necesitan del constante flujo de masa y energía a través 
del sistema. Las moléculas de hemoglobina que están 
transportando en este momento oxígeno desde sus 
pulmones a su cerebro se sintetizaron durante el pasa- 
do mes; dentro del próximo mes se habrán degradado 
y habrán sido reemplazadas completamente por nuevas 


moléculas de hemoglobina. La glucosa que ingirió en la : 


última comida se encuentra ahora circulando por su 
torrente circulatorio; antes de que termine el día estas 
mismas moléculas de glucosa se habrán convertido en 
otra cosa -dióxido de carbono o grasa, tal vez- y habrán 
sido reemplazadas por un aporte fresco de glucosa, de 
modo que su concentración de glucosa en sangre se 
mantenga más o menos constante a lo largo del día. La 
cantidad de hemoglobina y glucosa en sangre permane- 
ce prácticamente constante porque la velocidad de 
síntesis o ingestión de cada una de ellas compensa con 
exactitud la velocidad de su degradación, consumo o 
conversión en algún otro producto. La constancia en la 
concentración es el resultado de un estado estaciona- 
rio dinámico, un estado estacionario que se encuentra 
lejos del equilibrio. El mantenimiento de este estado 
estacionario requiere del aporte constante de energía; 
cuando la célula ya no es capaz de obtener energía, 
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muere e inicía su degradación hacía el equilibrio con su 
entorno. A continuación veremos qué es lo que se 
conoce exactamente como “estado estacionario” y 
“equilibrio”. 


Los organismos transforman energía y materia 
de su entorno 


Para las reacciones químicas que tienen lugar en solu- 
ción, podemos definir un sistema como el conjunto de 
los reactivos y productos presentes, el disolvente que 
los contiene y la atmósfera circundante o, dicho de otro 
modo, todo aquello que está incluido en una región defi- 
nida del espacio. El conjunto del sistema y su entorno 
configuran el universo. Si el sistema no intercambia 
materia ni energía con su entorno, se denomina aisla- 
do. Si el sistema intercambia energía pero no materia 
con su entorno es un sistema cerrado; si intercambia 
materia y energía, es m sistema abierto. 

Un organismo vivo es un sistema abierto que inter- 
cambia materia y energía con su entorno. Los organis- 
mos extraen energía de su entorno de dos maneras: (1) 
captan combustibles químicos (como por ejemplo glu- 
cosa) del entorno y extraen energía de su oxidación 
(véase el Recuadro 1-3, Caso 2); o (2) absorben energía 
de la luz solar. 

La primera ley de la termodinámica describe el 
principio de conservación de la energía: en cualquier 
proceso físico o químico la cantidad de energía total del 
universo permanece constante, aunque su forma puede 
variar. Esto significa que, si bien el sistema “usa” ener- 
gía, ésta no se “agota”; en lugar de eso, es convertida de . 
una forma a otra — desde la energía potencial de los 
enlaces químicos a, por ejemplo, la energía cinética del 
calor y el movimiento. Las células son transductores de 
energía consumados, capaces de interconvertir energía 
química, electromagnética, mecánica y osmótica con 
gran eficiencia (Fig. 1-26). 


El flujo de electrones proporciona energía 

para los organismos 

Prácticamente todos los organismos vivos derivan su 
energía, directa o indirectamente, de la energía radiante 
de la luz solar. En los fotoautótrofos, la descomposición 
del agua a cargo de la energía de la luz que se produce 


durante la fotosíntesis cede electrones para la reduc- 


ción del CO, y libera O, a la atmósfera: 


luz 


p 
6C0Oz + 6H0 —— CH ¡206 + 603 
(reducción del COz impulsada por la luz) 


Las células y los organismos no fotosintéticos (quimió- 
trofos) obtienen energía para sus necesidades mediante 
la oxidación de los productos ricos en energía produci- 
dos en la fotosíntesis y almacenados en las plantas, y 
transportando los electrones así adquiridos hacia el O, 
atmosférico para formar agua, CO, y otros productos 
finales, que son reciclados en el medio ambiente: 


CH¡206 + 60, a 600, + 6H,0 + energía 
(reacción de oxidación de la glucosa que produce energía) 
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RECUADRO 1-3 Entropía: las cosas se desmoronan 


El término “entropía”, que literalmente significa 
“cambio en el interior”, fue utilizado por primera vez 
en 1851 por Rudolf Clausius, uno de los autores que 
formularon la segunda ley de la termodinámica. Se 
refiere a la aleatoriedad o desorden de los componen- 
tes de un sistema químico. La entropía es un concep- 
to central en bioquímica; la vida requiere un mante- 

nimiento continuo del orden para contrarrestar la 

tendencia de la naturaleza a incrementar el desor- 

den. La definición cuantitativa rigurosa de la entropía 
. implica consideraciones estadísticas y probabilísti- 
cas. No obstante, se puede ilustrar su naturaleza de 
forma cualitativa con tres ejemplos sencillos, cada 
uno de los cuales muestra un aspecto de la entropía. 
Los rasgos clave que describen la entropía son azar 
o aleatoriedad y desorden, que se manifiestan en 
| formas diversas. 


| Caso 1: La tetera y la distribución aleatoria del calor 


| Sabemos que el vapor que se genera a partir del agua 
hirviente puede realizar trabajo útil: Pero suponga- 
| mos que apagamos el fogón debajo de una tetera llena 

de agua a 100°C (el *sistema”) en la cocina (el “entor- 
| | no”) y la dejamos enfriar. A medida que se enfría, no 
| se produce trabajo, pero el calor pasará de la tetera al 
| entorno, elevando la temperatura del entorno (la 
'' cocina) en una cantidad infinitesimalmente pequeña 
|! hasta alcanzar el equilibrio completo. En este momen- 
| to todas las partes de la tetera y de la cocina estarán 
| 


exactamente a la misma temperatura. La energía libre 
|| que en un momento estaba concentrada en la tetera 
| de agua caliente a 100°C, potencialmente capaz de 
| realizar trabajo, ha desaparecido. Su equivalente en 
energía calórica está aún presente en la tetera + coci- 
na (es decir, el “universo”), pero se ha distribuido 
- aleatoriamente entre todo el conjunto. Esta energía 


De este modo, los autótrofos y los heterótrofos partici- 
pan en los ciclos globales del O, y del CO, impulsados en 
última mstancia por la luz solar, lo que convierte a estos 
dos grandes grupos de organismos en interdependien- 
tes. Prácticamente todas las transducciones energéticas 
de las células pueden entenderse como un flujo de elec- 
trones desde una molécula a otra, en un proceso “cues- 
ta abajo” desde potenciales electroquímicos superiores 
a inferiores; de este modo, el proceso es formalmente 
análogo al flujo de electrones en un circuito eléctrico 
alimentado por una batería eléctrica. Todas las reaccio- 
nes que implican un flujo de electrones son reacciones 
de oxidación-reducción: un reactivo se oxida (pierde 
electrones) y otro se reduce (gana electrones). 


Crear y mantener el orden requiere trabajo y energía 


Como ya hemos visto, el DNA, el RNA y las proteínas 
son macromoléculas informativas; la secuencia exacta 
de sus subunidades monoméricas contiene información, 
igual que las letras de esta frase. Además de usar ener- 
gía química para formar los enlaces coyalentes entre las 
subunidades de estos polímeros, las células deben 


ya no sirve para realizar trabajo porque no hay dife- 
rencial de temperatura dentro de la cocina. Además, 
el aumento de entropía de la cocina (el entorno) es 


irreversible. Sabemos de la experiencia diaria que el 


calor nunca vuelve atrás espontáneamente desde la 
cocina a la tetera para volver a elevar la temperatura 
del agua a 100°C. 


Caso 2: Oxidación de la glucosa 


La entropía es un estado no sólo de la energía sino 
también de la materia. Los organismos aeróbicos 
(heterótrofos) extraen energía libre de la glucosa 
obtenida de su entorno a través de la oxidación de la 
glucosa con O,, también obtenido del entorno. Los 
productos finales de este metabolismo oxidativo, CO, 
y H,O, se devuelven al entorno. En este proceso el 
entorno experimenta un incremento de entropía, 
mientras que el propio organismo permanece en esta- 
do estacionario y no experimenta ningún cambio en 
su orden interno. Aunque parte de la entropía surge 
de la disipación de calor, la entropía también proviene 
de otro tipo de desorden, ilustrado por la ecuación de 
la oxidación de la glucosa: 
C¿H,¿0, + 60, — 660, + 6H,0 
que podemos representar de manera esquemática 
como 


7 moléculas 12 moléculas 


Pon 
Glucosa 
(sólido) T 


invertir energía para ordenar las subunidades en su 
secuencia correcta. Es extremadamente improbable 
que los aminoácidos de una mezcla se condensen 
espontáneamente para formar una proteína de secuen- 
cia única. Ello implicaría un aumento del orden en una 
población de moléculas; pero, según la segunda ley de 
la termodinámica, la tendencia de cualquier proceso 
natural es hacia el incremento del desorden del univer- 
so: la entropía total del universo está en constante 
crecimiento. Para dar lugar a la síntesis de macromolé- 
culas a partir de sus subunidades monoméricas debe 
suministrarse energía libre al sistema (la célula en este 
caso). Discutiremos cuantitativamente la energética de 
las reacciones de oxidación-reducción en el Capítulo 13. 


>> Convención Clave: El desorden de los componentes de 
un sistema químico se expresa como entropía, S 
(Recuadro 1-3). Cualquier variación en el grado de des- 
orden de un sistema se expresa como variación de entro- 
pía, AS, que, por convención, adopta valores positivos 
cuando aumenta el desorden. J. Willard Gibbs, que desa- 
rrolló la teoría de las variaciones energéticas durante las 


a p 
E is li 


t 
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RECUADRO 1-3 Entropía: las cosas se desmoronan 


| Los átomos contenidos en una molécula de gluco- 
| | sa más 6 moléculas de oxígeno, un total de 7 molécu- 
i| las, se dispersan más a causa de la reacción de oxida- 
| ción y están ahora presentes en un total de 12 molé- 
i| culas (600, + 6H,0). 

Siempre que una reacción química transcurre de 
modo que hay un aumento en el número de molécu- 
las, o cuando una sustancia sólida se convierte en 
|| productos gaseosos o líquidos, que permiten más 
libertad para el movimiento molecular que un sólido, 
|| hay un incremento en el desorden molecular y, por 
|| tanto, de la entropía. 


Caso 3: Información y entropía 


El siguiente fragmento de Julio César, Acto IV, Esce- 
na 3, es declamado por Bruto cuando se da cuenta de 
|| que se ha de enfrentar al ejército de Marco Antonio. 
|| Es un ordenamiento no al azar y rico en información 
de 125 letras del alfabeto inglés: 


Puestas de esta forma, las 125 letras no conten- 
drían ninguna información, o muy poca, pero serían 
muy ricas en entropía. Tales consideraciones han lle- 
vado a la conclusión de que la información es una 
forma de energía y se la ha denominado “entropía 
negativa”. De hecho, la rama de las matemáticas 
denominada teoría de la información, que es básica 
para la lógica de programación de los ordenadores, 
está relacionada muy estrechamente con la teoría 
termodinámica. Los organismos vivos son estructuras 
muy ordenadas, no al azar, que son inmensamente 
ricos en información y, por consiguiente, pobres en 


There is a tide in the affairs of men, 

Which, taken at the flood, leads on to fortune; 
Omitted, all the voyage of their life 

ls bound in shallows and in miseries*, 


Esta cita tiene muchos significados escondidos 


además de lo que expresa abiertamente. Además de 
reflejar una compleja serie de hechos, también se mgs. 
hace eco de las ideas desarrolladas en el drama sobre 
el conflicto, la ambición y las exigencias del liderazgo. 
| Asentada en los conocimientos de Shakespeare sobre 
la naturaleza humana, es muy rica en información. 
No obstante, si se dejara que las 125 letras que “En los negocios humanos hay una manera que, aprovechada 
forman esta cita se distribuyeran totalmente al azar, de en la pleamar, conduce a la fortuna; pero si no se aprovecha, 
| modo caótico, tal como se muestra en el: cuadro todo el viaje de la vida va en medio de bajíos y naufragios. 
| siguiente, no tendrían ningún significado en absoluto. SHAKESPEARE, Dramas, Editorial Iberia, S.A., Barcelona. 
|| 
reacciones químicas, demostró donde, por definición, AH es negativa para una reacción 
que el contenido en energía que libera calor y AS es positiva para una reacción que 
libre, G, de cualquier sistema incrementa el desorden del sistema. <€ 
cerrado puede definirse en 
base a tres magnitudes: ental- Un proceso tiende a ocurrir espontáneamente 
pía, H, que refleja el número y sólo si AG es negativa (si se libera energía libre 
el tipo de enlaces; entropía, S; durante el proceso). Sin embargo, la función celular 
y la temperatura absoluta, T depende principalmente de moléculas tales como pro- 
(en grados Kelvin). La defini- teínas y ácidos nucleicos, para las que la energía libre 
ción de energía libre es: G = H de formación es positiva: son moléculas menos esta- 
- TS. Si una reacción química bles y más ordenadas que una mezcla de sus compo- 
$ Willard Gibbs 1839-1903 tiene lugar a temperatura nentes monoméricos. Para llevar a cabo estas reaccio- 
[Fuente: Science Source] constante, la variación de nes termodinámicamente desfavorables que requieren 
energía libre, AG, viene energía (endergónicas), la célula las acopla a otras 
determinada por la variación que desprenden energía libre (reacciones exergóni- 
de entalpía AH, que refleja el tipo y la cantidad de enla- cas), de modo que el proceso sea globalmente exergó- 
ces químicos e interacciones no covalentes que se rom- nico: la suma de las variaciones de energía libre es 
pen y forman, y la variación de entropía, AS, que descri- negativa. 
be el cambio en el grado de desorden del sistema: La fuente habitual de energía libre en las reacciones 
biológicas acopladas es la energía liberada por la hidró- 
AG = AH - TAS lisis de enlaces fosfoanhídrido como los que se encuen- 


tran en la adenosina trifosfato (ATP; Fig. 1-27) y la 


24 Fundamentos de la Bioquímica 


(a) 
Energía potencial 


(b) 
Transducciones 
de energía para 

realizar trabajo 


Aumento en el desorden 
(entropía) del entorno 


Descenso en el desorden 
(entropía) del sisterna 


FIGURA 1-26 Algunas transformaciones de energía en los organis- 
mos vivos. Al consumir energía metabólica para realizar trabajo celular, 
el desorden del sistema y de su entorno (expresado cuantitativamente 
como entropía) aumenta a la vez que la energía potencial de las molécu- 
las nutrientes complejas disminuye. (a) Los organismos vivos extraen 
energía de su entorno, (b) convierten parte de ella en formas útiles para 
producir trabajo; (c) devuelven parte de la energía al entorno en forma 
de calor, y (d) liberan moléculas como productos finales menos organi- 
zadas que el combustible original, aumentando la entropia de! universo. 
Un efecto de todas estas transformaciones es (e) el aumento del orden 
(disminución el desorden) en el sistema mediante la formación de 
macromoléculas complejas. En el Capítulo 13 se presenta un tratamiento 
cuantitativo de la entropía. 


guanosina trifosfato (GTP). En la figura siguiente cada 


(P) representa un grupo fosforilo: 

Aminoácidos gproteína AG, es positiva (endergónica) 

ATP g AMP + AG, es negativa (exergónica) 
(o ATP g ADP + (P)] 


Cuando estas reacciones están acopladas, la suma de 
AG, y AG, es negativa (el proceso global es exergónico). 
Mediante esta estrategia de acoplamiento, la célula 
puede sintetizar y mantener los polímeros ricos en 
información esenciales para la vida. 


El acoplamiento energético conecta 
las reacciones biológicas 


La cuestión central de la bioenergética (el estudio de 
las transformaciones energéticas en los seres vivos) es 
el modo por el cual la energía obtenida de la luz o del 
metabolismo de los combustibles se acopla a las reac- 
ciones celulares que requieren energía. Para compren- 
der el acoplamiento de la energía es instructivo conside- 
rar un ejemplo mecánico simple como el mostrado en la 
Figura 1-28a. Un objeto situado en la parte superior de 
un plano inclinado posee una cierta cantidad de energía 
potencial como resultado de su elevación. Tiende a des- 
lizarse por el plano, perdiendo progresivamente su 
energía potencial al acercarse al suelo. Si al objeto des- 
lizante se le acopla, mediante un mecanismo de cuerda 
y polea, un objeto más pequeño, el movimiento espon- 
táneo hacia abajo del más grande puede hacer elevar al 
más pequeño, realizándose una cierta cantidad de tra- 
bajo. La cantidad de energía transformable en trabajo es 
el cambio en energía libre, AG; este valor será siem- 
pre ligeramente inferior a la cantidad teórica de energía 
liberada, habida cuenta de que una parte de la energía 
se disipa en forma de calor de fricción. Cuanto mayor 
sea la elevación del objeto más grande, mayor será el 
cambio energético al deslizarse hacia abajo (AG) y 
mayor será la cantidad de trabajo que puede realizar. El 
objeto más grande puede arrastrar al más pequeño por- 
que, en el inicio, el objeto mayor se hallaba lejos de su 
posición de equilibrio: en algún momento anterior 
había sido elevado por encima del suelo mediante un 
proceso que también consumía energía. 

¿Cuál es el equivalente de este proceso en reaccio- 
nes químicas? En sistemas cerrados, las reacciones 


APP (P) (PH PHP} Adenosina (Adenosina trifosfato, ATP) 


OH + (PHP) Adenosina 
(Adenosina difosfato, ADP) 


Fostato inorgánico (P) 


o” 
| 

O—P—OH + (P} Adenosina 
l (Adenosina monofosfato, AMP) 


Pirofostato inorgánico (PP) 


FIGURA 1-27 El adenosina trifosfato (ATP) proporciona energía. 
Aquí, cada (P) representa un grupo fosforilo. La eliminación del grupo fos- 
forilo terminal del ATP (sombreado en rosa) mediante rotura de un 
enlace fosfoanhidrido, que genera difostato de adenosina (ADP) y el ión 
fosfato inorgánico (HPO?), es altamente exergónica y se acopla a 
muchas reacciones endergónicas en la célula (como en el ejemplo de la 
Figura-27b). El ATP también proporciona energía para muchos procesos 
celulares mediante la rotura que libera dos grupos fosfato terminales en 
forma de pirofosfato inorgánico (HP O3), a menudo abreviado como PP. 


a) Ejemplo mecánico 


A Endergónico 


b) Ejemplo químico 


Reacción 2: 
ATP —> ADP + P; Reacción 3: 


Glucosa + ATP. —+ 
glucosa 6-fosfato + ADP 


Reacción 1: 
Glucosa + P; — 
glucosa 6-fosfato 


Energía libre, G 


Coordenada de reacción 


FIGURA 1-28 Acoplamiento energético en procesos químicos y 
mecánicos. (a) El movimiento descendente de un objeto libera energía 
potencial capaz de producir trabajo mecánico, La energía potencial libe- 
rada por el movimiento descendente espontáneo, un proceso exergónico 
(rojo), puede acoplarse al movimiento endergónico ascendente de otro 
objeto (azul). (b) En la reacción 1 la formación de glucosa 6-fosfato a 
partir de glucosa y fosfato inorgánico (P.), da lugar a un producto con 
una energía superior a la de los reactivos. La AG es positiva para esta 
reacción endergónica En la reacción 2, la rotura exergónica del adeno- 
sina trifosfato (ATP) tiene una variación de energía libre grande y nega- 
tiva (AG,). La tercera reacción representa ia suma de las reacciones 1 y 
2, y la variación en su energía libre AG, es la suma aritmética de AG, y 
AG, Puesto que el valor de AG, es negativo, la reacción global es exer- 
gónica y se da espontáneamente. 


químicas se producen espontáneamente hasta que se 
alcanza el equilibrio. Cuando el sistema está en equi- 
librio, la velocidad de formación de producto es exacta- 
mente igual a la velocidad en que el producto se con- 
vierte en reactivo. Por lo tanto, no hay cambio neto en 
la concentración de reactivos y productos. La variación 
de energía que se produce cuando el sistema evolucio- 
na desde su estado inicial al de equilibrio, sin variacio- 
nes en la presión y la temperatura, viene dada por la 
variación de energía libre, AG. La magnitud de AG 
depende de la reacción química concreta y de lo lejos 
que el sistema se encuentre inicialmente del equili- 
brio. Cada uno de los compuestos implicados en una 
reacción química contiene una cierta cantidad de ener- 
gía potencial, que guarda relación con el número y el 
tipo de enlaces. En las reacciones que ocurren espon- 
táneamente, los productos tienen menos energía libre 
que los reactivos, de manera que la reacción libera una 
cantidad de energía libre que está disponible par a rea- 
lizar trabajo. Estas reacciones son exergónicas y la 
disminución de energía libre de reactivos a productos 
se expresa con un valor negativo. Las reacciones ender- 
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gónicas requieren una aportación de energía, y sus 
valores de AG son positivos. Al igual que en los proce- 
sos mecánicos, sólo una parte de la energía liberada en 
las reacciones bioquímicas exergónicas se puede utili- 
zar para producir trabajo. En los sistemas vivos parte 
de la energía se disipa en forma de calor o se pierde con 
el incremento de entropía. 


Ky 46” miden la tendencia de una reacción a transcurrir 
espontáneamente 


La tendencia de una reacción química a llegar a su final 
puede expresarse en forma de una constante de equili- 
brio. Para la reacción en la que a moles de A reaccionan 
con ò moles de B para dar c moles de C y d moles de D, 


aå + bB — cC + dD 


la constante de equilibrio, Ko viene dada por 


_ [OLD] 
= TI 


donde [A]_ es la concentración de A, [B] e ES la concen- 
tración de B y así sucesivamente, cuando el sistema ha 
llegado al equilibrio. La K no tiene dimensiones (es 
decir, no se expresa en unidades de medida), pero, 
como explicamos en la página 50, mcluiremos unidades 
molares en nuestros cálculos para reforzar la idea de 
que se deben usar concentraciones molares (represen- 
tadas entre corchetes) en el cálculo de las constantes 
de equilibrio. Un valor elevado de K ña indica que la reac- 
ción tiene lugar hasta que los reactivos se han converti- 
do casi completamente en productos. 


EJEMPLO PRÁCTICO 1-1 ¿Están ATP y ADP en equilibrio 
SNY a en la célula? 


La constante de equilibrio, K,, de la reacción 
siguiente es 2 x 10 m: 


ATP — ADP + HPO> 


Si las concentraciones celulares son [ATP] = 5 mm, 
[ADP] = 0,5 mm y [P] = 5 mm, ¿se encuentra esta reac- 
ción en equilibrio en la célula? 


Solución: La definición de la constante de equilibrio 
para la reacción es: 


K „= [ADP][P {ATP} 
A partir de las concentraciones medidas que se expre- 
san más arriba, podemos calcular la relación de acción 


de masas, Q: 


Q = [ADP][P ATF] = [0,5 mm][ 5 mu]/[ 5 max] 
= 0,5 mm= 5x 10%*m 


Este valor se halla lejos de la constante de equilibrio 
(2 x 10? m), por lo que la reacción se encuentra muy 
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lejos del equilibrio en la célula. [ATP] es mucho mayor, 
y [ADP] mucho menor, que los valores que se esperan 
en el equilibrio. ¿Cómo puede una célula mantener su 
relación [ATP]//ADP] tan lejos del equilibrio? Lo hace 
mediante la continua extracción de energía (a partir de 
nutrientes como la glucosa), usándola después para 
fabricar ATP a partir de ADP y P.. 


2 ¿Se encuentra la reacción 
de la hexoquinasa en equilibrio 
en la célula? 


EJEMPLO PRÁCTICO 1 


En la reacción catalizada por el enzima hexoquinasa: 
Glucosa + ATP g Glucosa 6-fosfato + ADP 


La constante de equilibrio, K œ €S 7,8 x 10%, En las célu- 
las vivas de E. coli, [ATP] = 5] mM; [ADP] = 0,5 mm; [glu- 
cosa] = 2 mm; y [glucosa 6-fosfato] = 1 mm. ¿Está la 
reacción en equilibrio en E. colt? 


Solución: En el equilibrio, 
K,=78x 10% = [ADP] [glucosa 6-fosfato/[ATP][glucosa] 


En las células vivas, [ADP][glucosa 6-fosfato]/[ ATP][glu- 
cosa] = [0,5 mmJ[1 mm]J/[ 5 mm][ 2 mm] = 0,05. La reacción 
de halla por tanto lejos del equilibrio: las concentracio- 
nes celulares de los productos (glucosa 6-fosfato y 
ADP} son mucho menores que las esperadas en el equi- 
librio, mientras que las de los reactivos son mucho 
mayores. Por lo tanto, la reacción tiene una gran ten- 
dencia a avanzar hacia la derecha. 


Gibbs demostró que la AG (la variación de energía 
libre real) de una reacción química cualquiera es fun- 
ción de la variación de energía libre estándar, 
AG” una constante característica de cada reacción 
específica, y de un término que expresa la concentra- 
ción inicial de reactivos y productos: 

[CI£1 DJ? 


AG = AG” + RT n -———— (1-1) 
[AJFIB}? 


donde ÍA], es la concentración inicial de A y así sucesi- 
vamente, R es la constante de los gases y T es la tempe- 
ratura absoluta. 

AG es una medida de la distancia de un sistema a su 
posición de equilibrio. Cuando una reacción ha alcanza- 
do el equilibrio no queda ninguna fuerza que la induzca 
a ir en una dirección u otra y no puede realizar trabajo: 
AG = 0, En esta situación concreta, [A], = [A] oa y así 
sucesivamente para todos los reactivos y productos, de 
modo que: 


[CIID]? _ [C]; ealD]ea 
[AIB [A] 2 (BJ? 


Sustituyendo AG por 0 y [C] 1D] A] B)" por Kœ en la 
Ecuación 1-1, obtenemos la relación 


AG? = -RT In Kog 


de la que deducimos que AG” es tan sólo una manera 
alternativa (además de K de expresar la fuerza impul- 
sora en una reacción. Gracias a que Ko, se puede medir 
experimentalmente, disponemos de un modo de deter- 
minar AG”, la constante termodinámica característica 
de cada reacción. 

AG” y AG se expresan en joules por mol (o calorías 
por mol). Cuando K >> 1, AG” es grande y negativa; 
cuando K „<< 1, AG” es grande y positiva, Con un sim- 
ple vistazo a una tabla de valores de K,, o de AG” es fácil 
deducir cuáles son las reacciones que tenderán a produ- 
cirse y cuáles no. 

Hay que tomar una precaución en cuanto a la inter- 
pretación de AG”: las constantes termodinámicas 
como ésta muestran dónde se halla el punto de equili- 
brio final de la reacción, pero nada nos dicen acerca de 
la velocidad con que se alcanza. La velocidad de las 
reacciones viene gobernada por los parámetros cinéti- 
cos, un tema que consideraremos en el Capítulo 6. 

En los organismos biológicos, al igual que ocurre en 
el ejemplo mecánico de la figura 1-28a, una reacción 
exergónmica se puede acoplar a una reacción endergóni- 
ca para hacer posibles ciertas reacciones que de otro 
modo serían desfavorables. La figura 1-28b (una clase 
de gráfico que se denomina diagrama de coordenada de 
reacción) ilustra este principio para el caso de la con- 
versión de glucosa en glucosa 6-fosfato, el primer paso 
de la oxidación de glucosa. El camino más simple para 
producir glucosa 6-fosfato sería: 


Reacción 1: Glucosa + P; —— glucosa 6-fosfato 


(endergónica; AG, es positiva) 


(No se preocupe de momento por la estructura de estos 
compuestos; la describiremos más adelante en este 
libro). Esta reacción no ocurre espontáneamente por- 
que AG, es positiva. Una segunda reacción muy exergó- 
nica puede tener lugar en todas las células: 


Reacción 2: ATP ——= ADP + P; 


(exergónica; AG, es negativa) 


Estas dos reacciones comparten un intermediario 
común, Pi, que se consume en la reacción 1 y se produ- 
ce en la reacción 2. Las dos reacciones pueden, por 
tanto, acoplarse en la forma de una tercera reacción que 
se puede escribir como la suma de las reacciones 1 y 2, 
omitiendo el intermediario común, P,, de los dos lados 
de la ecuación: 


Glucosa + ATP ——= 
glucosa 6-fosfato + ADP 


Reacción 3: 


Puesto que se libera más energía en la reacción 2 que la 
consumida en la reacción 1, la variación de energía libre 
en la reacción 3, AG,, es negativa, lo que hace posible 
que la síntesis de glucosa 6-fosfuto transcurra a través 
de la reacción 3. 


EJEMPLO PRÁCTICO 1- Los cambios de energía libre 
"3 estándar son aditivos 

Dados los valores de variación de energía libre estándar 
de 13,8 kJ/mol para la reacción glucosa + Pi — glucosa 
6-fosfato y de -30,5 kJ/mol para la reacción ATP — 
ADP + Pi, ¿Cuál es la variación de energía libre están- 
dar para la reacción Glucosa + ATP — Glucosa 6-fosfa- 
to + ADP? 


Solución: Podemos escribir una ecuación para esta 
reacción como suma de las otras dos reacciones: 


(1) Glucosa + P, g glucosa 6-fosfalo 
(2) ATP g ADP + P, 


AG”, = 13,8 kJ/mol 
AG”, = -30,5 kJ/mol 


Suma: Glucosa + ATP g glucosa 6-fosfato + ADP 
AG? ma = -16,7 kJ/mol 


La variación de energía libre estándar de dos reacciones 
que sumadas dan una tercera es simplemente la suma 
de los valores de las dos reacciones individuales. Un 
valor negativo de AG” (-16,7 kJ/mol) indica que la reac- 
ción tenderá a proceder espontáneamente 


El acoplamiento de reacciones exergónicas y ender- 
gónicas a través de un intermediario compartido es 
absolutamente básico para los intercambios energéticos 
en los sistemas vivos. Tal como veremos, las reacciones 
de hidrólisis del ATP (como la reacción 2 en la Fig. 
1-28b) liberan energía que hace posible muchos proce- 
sos endergónicos en las células. La hidrólisis de ATP en 
las células es exergónica porque todas las células 
vivas mantienen la concentración de ATP muy por 
encima de su concentración en el equilibrio. Es este 
desequilibrio el que permite que el ATP sirva como el 
principal portador de energía química en todas las célu- 
las. Tal como veremos en mayor detalle en el Capítulo 
13, no es la simple rotura del ATP la que proporciona la 
energía para impulsar las reacciones endergónicas, sino 
que es la transferencia de un grupo fosforilo desde el 
ATP a otra molécula pequeña (glucosa en el caso ante- 
rior) la que conserva parte del potencial químico pre- 
sente originalmente en el ATP. 


Coste energético de la síntesis 
SI de ATP 


Si la constante de equilibrio, K,, de la reacción 


EJEMPLO PRÁCTICO 1-4 


ATP g ADP + P, 


es igual a 2,22 x l10řŁ, calcule la variación de energía 
libre estándar, AG”, para la síntesis de ATP a partir de 
ADP y P,a 25°C. 


Solución: Calculemos en primer lugar la AG” para la 
reacción anterior, 


AG? = -ETMK 
= -(8,315 J/mol - K)(298 K)(n 2,22 X 10%) 
= -80,5 kJ/mol 
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Esta es la variación de energía libre estándar para la 
hidrólisis de ATP a ADP y P, La variación de energía 
libre estándar para la reacción inversa tiene el mismo 
valor absoluto pero signo opuesto. La variación de ener- 
gía libre estándar de la reacción inyersa a la anterior es, 
por tanto, de 30,5 kJ/mol. En consecuencia, para sinte- 
tizar 1 mol de ATP en condiciones estándar (25°C, con- 
centraciones 1 m de ATP, ADP y F), hace falta suminis- 
trar al sistema al menos 30,5 kJ de energía. La variación 
real de energía libre en la célula, aproximadamente 50 
kJ/mol, es superior a este valor porque las concentracio- 
nes de ATP, ADP y P, en la célula no son las estándar de 
lm (véase el Ejemplo Práctico 13-2, p. 509). 


Variación de energía libre 
estándar de la síntesis 
de Glucosa 6-fosfato 


EJEMPLO PRÁCTICO 1-5 


¿Cuál es, en condiciones fisiológicas (E. coli crece en el 
intestino humano a 37°C), la variación de energía libre 
estándar, AG?, de la siguiente reacción? 


Glucosa + ATP g Glucosa 6-fosfato + ADP 


Solución: Conocemos la relación AG? = -RTINK,, y el 
valor de la K,, para esta reacción, 7,8 X 10. Sustituyen- 
do los valores de R, T, y Ko en la ecuación obtenemos: 


AG” = -(8,315 J/mo! - K)(310 K)(0n 7,8 X 10*2*) = -17 kJ/mol. 


Observe que este valor es ligeramente diferente del 
encontrado en el Ejemplo Práctico 1-3. En aquel cálculo 
partimos de una temperatura de 25°C (298 K), mientras 
que en el presente cálculo hemos usado la temperatura 
fisiológica de 37*C (310 K). 


Barrera de activación 
(estado de transición, +) 


Reactivos (A) 


Energía libre, G 


Productos (B) 


Coordenada de reacción (A — B) 


FIGURA 1-29 Cambios energéticos durante una reacción química. En 
el proceso de conversión de los reactivos (A) en productos (B) debe sal- 
varse una barrera de activación que representa el estado de transición 
(véase el Capítulo 6), a pesar de que los productos sean más estables 
que los reactivos, tal como indica la gran variación negativa de energía 
libre (AG). La energía necesaria para superar la barrera de activación es 
la energía de activación (AG. Los enzimas catalizan las reacciones 
disminuyendo la barrera de activación, Se unen fuertemente a los inter- 
medios del estado de transición y la energía de enlace de esta interac- 
ción reduce la energía de activación de modo efectivo desde AG wx 
(curva azul) hasta AG, (curva roja). (Observe que la energía de activa- 
ción no está relacionada con la variación de la energía libre de la reac- 
ción, AG.) 
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Los enzimas facilitan secuencias de reacciones químicas 


Todas las macromoléculas biológicas son mucho menos 
estables termodinámicamente que sus subunidades 
monoméricas, aunque sean, no obstante, estables ciné- 
ticamente: su degradación no catalizada ocurre tan 
lentamente (en un margen de años y no de segundos) 
que, en la escala de tiempo aplicable a los organismos, 
estas moléculas son estables. Si prácticamente todas las 
reacciones químicas celulares tienen lugar a una veloci- 
dad significativa es gracias a la presencia de enzimas, 
biocatalizadores que, al igual que el resto de catalizado- 
res, provocan un gran incremento en la velocidad de 
reacciones químicas específicas sin consumirse en el 
proceso. 

La trayectoria desde reactivo(s) a producto(s) 
transcurre de manera prácticamente universal a través 
de una barrera energética, denominada barrera de acti- 
vación (Fig. 1-29), que debe ser superada para que 
tenga lugar la reacción. La rotura y formación de enla- 
ces implica generalmente y de manera previa la distor- 
sión de los enlaces existentes, lo que genera un estado 
de transición de mayor energía libre que reactivos o 
productos. El punto más alto en un diagrama de coorde- 
nadas de reacción representa el estado de transición y 
la diferencia de energía entre un reactivo en su estado 
fundamental y en su estado de transición se denomina 
energía de activación, AG*. Los enzimas catalizan 
reacciones al proporcionar un entorno más confortable 
para el estado de transición: una superficie complemen- 
taria a su estereoquímica, polaridad y carga. La unión de 
un enzima al estado de transición es exergónica, y la 
energía liberada por esa unión reduce la energía de acti- 
vación de la reacción e incrementa de modo muy impor- 
tante su velocidad de reacción. 

Una contribución adicional a la catálisis ocurre 
cuando dos o más reactivos se unen a la superficie del 
enzima en lugares cercanos y en una orientación este- 
reospecífica que favorece la reacción. Gracias a esta 
disposición se incrementa en varios órdenes de magni- 
tud la probabilidad de que se produzcan colisiones pro- 
ductivas entre los reactivos. Como resultado de estos y 
otros factores que se discuten en el Capítulo 6, las 
reacciones catalizadas por enzimas tienen lugar gene- 
ralmente a velocidades mayores que 10'* veces las de 
las reacciones no catalizadas. (Equivalente a un ¡millón 
de millones de veces más rápidas!) 

Salvo algunas excepciones notables, los catalizado- 
res celulares son proteínas. (Como se discutirá en los 
Capítulos 26 y 27, algunas inoléculas de RNA poseen 
actividad enzimática.) También de modo casi universal, 
cada enzima cataliza una reacción específica, y cada 
reacción en la célula esta catalizada por un enzima dife- 
rente. Es, por tanto, evidente que en cada célula son 
necesarios miles de enzimas diferentes. La multiplici- 
dad de los enzimas, su especificidad (la capacidad de 
discriminar entre diferentes reactivos) y su susceptibi- 
lidad a la regulación confieren a las células la capacidad 
de disminuir selectivamente las barreras de activación. 
Esta selectividad resulta crucial para la regulación efec- 
tiva de los procesos celulares. Haciendo que las reaccio- 
nes específicas procedan a velocidades significativas, 
los enzimas determinan de qué modo se canalizan la 
materia y la energía hacia las actividades celulares. 


Los millares de reacciones químicas catalizadas por 
enzimas en el interior de las células, se encuentran 
organizadas en muchas secuencias de reacciones conse- 
cutivas denominadas rutas (o vías), en las que el pro- 
ducto de una reacción pasa a ser el reactivo de la 
siguiente. Algunas de estas rutas degradan nutrientes 
orgánicos transformándolos en productos finales senci- 
llos, con el fin de extraer de ellos energía química y 
convertirla en una forma útil para la célula; en conjunto, 
estas reacciones degradativas productoras de energía 
libre reciben el nombre de catabolismo. La energía 
liberada por las reacciones catabólicas es usada en la 
síntesis del ATP. Como resultado de ello, la concentra- 
ción celular de ATP se halla muy por encima de su con- 
centración en el equilibrio, de modo que la AG de la 
hidrólisis del ATP es grande y negativa. De modo simi- 
lar, el catabolismo tiene como resultado la producción 
de los transportadores de electrones reducidos NADH y 


FIGURA 1-30 Papel central del ATP y el NAD(P)H en el metabo- 
lismo. El ATP es el intermediario químico que conecta los procesos que 
liberan energía con aquellos que requieren aporte de energía. Su papel 
en la célula es análogo al del dinero en las relaciones comerciales: se 
"gana/produce” en reacciones exergónicas y se "gasta/consume” en las 
endergónicas. El NAD(P)H (dinucleótido de nicotinamida y adenina 
(fastato)) es un cotactor transportador de electrones que capta electro- 
nes en reacciones oxidativas para donarlos a continuación en una gran 
variedad de reacciones biosintéticas reductoras. Presentes en concentra- 
ciones relativamente pequeñas, estos cofactores esenciales para las 
reacciones anabólicas deben ser constantemente regenerados por reac- 
ciones catabólicas. 


NADPH, que pueden donar electrones en procesos que 
generan ATP o impulsar pasos reductores en vías bio- 
sintéticas. 

Otras rutas parten de pequeñas moléculas precur- 
soras y las convierten en moléculas progresivamente 
mayores y más complejas, entre las que se incluyen las 
proteínas y los ácidos nucleicos. Estas rutas sintéticas 
que requieren, invariablemente, un aporte de energía 
reciben el nombre colectivo de anabolismo. La com- 
pleja red de rutas catalizadas por enzimas, tanto catabó- 
licas como anabólicas, constituye el metabolismo 
celular, El ATP (junto con los nucleósidos trifosfato 
energéticamente equivalentes que son citidina trifosfa- 
to (CTP), uridina trifosfato (UTP) y guanosina trifosfa- 
to (GTP)) es el nexo de urión entre los componentes 
anabólicos y catabólicos de esta red (lo que se muestra 
esquemáticamente en la Fig. 1-30). Las rutas de reac- 
ciones catalizadas enzimáticamente que actúan sobre 
los principales constituyentes de las células (proteínas, 
grasas, azúcares y ácidos nucleicos) son prácticamente 
idénticas en todos los organismos vivos. 


El metabolismo está regulado para conseguir equilibrio 
y economía 


Las células vivas no sólo sintetizan simultáneamente 
miles de clases diferentes de moléculas de glúcidos, gra- 
sas, proteínas y ácidos nucleicos y sus subunidades más 
sencillas sino que además son capaces de hacerlo en las 
proporciones precisas que son necesarias para la célula 
en cualquier situación. Cuando, por ejemplo, se produce 
un crecimiento celular rápido, deben sintetizarse gran- 
des cantidades de precursores de proteínas y ácidos 
nucleicos, mientras que en condiciones de no crecimien- 
to la necesidad de estos precursores se encuentra muy 
reducida. Los enzimas clave de cada ruta metabólica 


están regulados de manera que cada tipo de molécula 


precursora se sintetiza en la cantidad adecuada a las 
necesidades de la célula en aquel momento. 

Consideremos la ruta que da lugar en E. coli a la 
síntesis del aminoácido isoleucina, uno de los constitu- 
yentes de las proteínas. La ruta consta de cinco reaccio- 
nes catalizadas por cinco enzimas diferentes (las letras 
A a F representan los intermediarios de la ruta): 


enzima 1 
B — C — D — E — F 


Treonina Isoleucina 
Si una célula empieza a producir más isoleucina de la 
necesaria para la síntesis proteica, la isoleucina no utili- 
zada se acumula y este incremento en la concentración 
inhibe la actividad catalítica del primer enzima de la 
ruta, con lo que se frena inmediatamente la producción 
de isoleucina, Esta inhibición por retroalimentación 
mantiene el equilibrio entre producción y utilización de 
cada intermediario metabólico. (A lo largo del libro usa- 
remos el símbolo U para indicar inhibición de una reac- 
ción enzimática.) 

Á pesar de que sea útil para la organización y la 
comprensión del metabolismo, el concepto de rutas 
discretas constituye una simplificación. En la célula 
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existen miles de intermediarios metabólicos, muchos de 
los cuales forman parte de más de una ruta. El metabo- 
lismo se representa mejor como una red de rutas inter- 
conectadas e interdependientes donde la variación en la 
concentración de cualquier metabolito da inicio a un 
efecto en cadena que influye en el flujo de materiales a 
través de otras rutas. La comprensión de estas comple- 
jas interacciones entre intermediarios y rutas en térmi- 
nos cuantitativos es una tarea enorme que puede pare- 
cer desalentadora, pero el impulso actual en la biología 
de sistemas, que se discute en el Capítulo 15, ha 
empezado a generar nuevos conocimientos sobre la 
regulación global del metabolismo. 

Las células regulan también la síntesis de sus pro- 
pios catalizadores, los enzimas, en respuesta al aumento 
o disminución en las necesidades de un producto meta- 
bólico; este tema se trata en el Capítulo 28. La expresión 
regulada de los genes (la traducción de la información 
del DNA en proteínas celulares activas) y la síntesis de 
los enzimas son otros mveles de control metabólico en la 
célula. Todos ellos deben ser tenidos en cuenta al descri- 
bir el control global del metabolismo celular. 


RESUMEN 1.3 Fundamentos físicos 


MM Las células vivas son sistemas abiertos que inter- 
cambian materia y energía con su entorno, extrayendo 
y canalizando energía para mantenerse en un estado 
estacionario dinámico distante del equilibrio. La energía 
se obtiene de la luz solar o de combustibles químicos 
convirtiendo la energía de un flujo electrónico en ener- 
gía de los enlaces químicos del ATP. l 
E La tendencia de una reacción química a llegar al 
equilibrio puede expresarse como la variación en su ener- 
gía libre, AG, que tiene dos componentes: variación de 
entalpía, AH, y variación de entropía, AS. Estas variables 
se relacionan entre ellas por la ecuación AG = AH -TAS. 

© Cuando la AG de una reacción es negativa, la reac- 
ción es exergónica y tiende a llegar a su fin; cuando AG 
es positiva, la reacción es endergónica y tiende a avan- 
zar en la dirección opuesta. Cuando dos reacciones se 
suman para dar lugar a una tercera reacción, la AG de la 
reacción global es la suma de las AG de las dos reaccio- 
nes individuales. 

E Las reacciones que convierten ATP en P, y ADP o en 
AMP y PP, son altamente exergónicas (AG negativa y de 
valor elevado). Muchas reacciones celulares endergómi- 
cas son posibles gracias al acoplamiento, a través de 
intermediarios comunes, con estas reacciones altamen- 
te exergónicas. 

E La variación de energía libre estándar de una reac- 
ción, AG”, es una constante física relacionada con la cons- 
tante de equilibrio mediante la ecuación AG? = -RT In E 
E La mayor parte de las reacciones celulares tienen 
lugar a velocidades útiles gracias a que existen enzimas 
que las catalizan. Los enzimas actúan en parte estabili- 
zando el estado de transición, reduciendo la energía de 
activación, AG*, e incrementando la velocidad de reac- 
ción en muchos órdenes de magnitud. La actividad 
catalítica de los enzimas en las células está regulada. 

E El metabolismo es la suma de muchas secuencias 
de reacciones interconectadas en las que se intercon- 
vierten metabolitos celulares. Cada secuencia está 
regulada de manera que produzca lo que la célula nece- 
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(a) (b) 


FIGURA 1-31 Dos escrituras antiguas. (a) El Prisma de Senaquerib; ins- 
crito aproximadamente en el 700 a. C., describe algunos hechos históricos 
acaecidos durante el reinado del rey Senaquerib en caracteres del lenguaje 
asirio. El Prisma contiene aproximadamente 20.000 caracteres, pesa 50 kg 
y ha sobrevivido prácticamente intacto durante 2.700 años. (b) La molé- 
cula Única de DNA de la bacteria £. coli, que emerge hacia el exterior de la 
célula lisada, es centenares de veces más larga que la misma célula y con- 
tiene codificada toda la información necesaria para especificar la estructura 
y las funciones de la célula El DNA bacteriano contiene aproximadamente 
4,6 millones de caracteres (nucleótidos), pesa menos de 10% g y sólo ha 
sufrido cambios menores durante los últimos millones de años. (Los pun- 
tos amarillos y las manchas oscuras de la micrografía electrónica coloreada 
son artefactos de la preparación.) [Fuentes: (a) Erich Lessing/Art Resource, 
New York. (b) Dr. Gopal Murti-CNRI/Phototake New York. ] 


sita en cada momento y consuma sólo la energía nece- 
saria para ello. 


1.4 Fundamentos genéticos 


Posiblemente, la propiedad más remarcable de las célu- 
las y organismos vivos es su capacidad para reproducir- 
se con fidelidad casi perfecta a lo largo de incontables 
generaciones. Esta continuidad de rasgos heredados 
implica que, a lo largo de millones de años, la estructura 
de las moléculas que contienen la información genética 
ha debido permanecer constante. Muy pocas huellas 
históricas de la civilización, incluidas las grabadas sobre 
cobre o talladas sobre piedra (Fig. 1-31), han logrado 
sobrevivir más de un milenio. Pero existen pruebas con- 
vincentes de que las instrucciones genéticas de los 
organismos vivos han permanecido prácticamente inal- 
teradas durante períodos mucho más largos; muchas 
bacterias tienen aproximadamente el mismo tamaño, 
forma y estructura interna que las que vivieron hace 
aproximadamente cuatro mil millones de años. Esta 
continuidad en estructura y composición es el resultado 
de la continuidad en la estructura del material genético. 

Los descubrimientos de la naturaleza química y de la 
estructura tridimensional del material genético, el ácido 
desoxirribonucleico o DNA, son hitos trascendenta- 
les de la biología del siglo XX. La secuencia de sus subu- 
nidades monoméricas, los nucleótidos (o más exacta- 
mente, los desoxirribonucleótidos, como se verá más 
adelante) de este polímero lineal lleva codificadas las 
instrucciones para formar todos los demás componentes 
celulares y actúa además de molde para la producción de 
moléculas idénticas de DNA que serán distribuidas a la 


progenie al dividirse la célula. La perpetuación de una 
especie biológica exige que su información genética se 
mantenga estable, se exprese correctamente en forma 
de productos génicos y se reproduzca con un mínimo de 
errores. La eficacia en el almacenaje, la expresión y la 
reproducción del mensaje genético define a las especies 
individuales, las distingue de las demás y asegura su 
continuidad a lo largo de generaciones sucesivas. 


La continuidad genética reside en las moléculas de DNA 


El DNA es un polímero orgánico largo y delgado, una 
molécula peculiar que está construida a escala atómica 
en una dimensión (anchura) y a escala humana en la 
otra (longitud: una molécula de DNA puede medir 
muchos centímetros). Un espermatozoide o un óvulo 
humanos, que transportan la información hereditaria 
acumulada a lo largo de miles de millones de años de 
evolución, transmiten esta herencia en forma de molé- 
culas de DNA en las que el mensaje genético está codi- 
ficado en la secuencia lineal de las subunidades de 
nucleótido unidas covalentemente. 

Cuando explicamos las propiedades de una especie 
química solemos describir el comportamiento medio de 
un número muy grande de moléculas idénticas. La pre- 
dicción del comportamiento de una molécula individual 
en una cantidad de, por ejemplo, un picomol de un com- 
puesto (aproximadamente 6 x 10' moléculas) resulta 
difícil, pero es más sencillo predecir el comportamiento 
promedio de las moléculas gracias al gran número de 
ellas que es posible analizar al mismo tiempo. En este 
aspecto, el DNA celular es una notable excepción. El 
DNA que constituye el material genético completo de 
una célula de Æ. coli es una única molécula que contie- 
ne 4,64 millones de pares de nucleótidos. Esta única 
molécula debe replicarse perfectamente en todos sus 
detalles para que E. coli genere una progenie idéntica 
mediante la división celular; en este caso no es, por tanto, 
posible pensar en un comportamiento promedio, o esta- 
dístico. Lo mismo ocurre en todas las demás células. Un 
espermatozoide humano aporta al óvulo que fecunda una 
sola molécula de DNA en cada uno de los 23 cromosomas 
diferentes, que se combinan con una sola molécula de 
DNA en cada uno de los correspondientes cromosomas 
del óvulo. El resultado de esta umión es fácilmente prede- 
cible: un embrión que contiene la totalidad de sus 
-25.000 genes, formado por 3 mil millones de pares de 
nucleótidos, e intacto. Una proeza química asombrosa. 


EJEMPLO PRÁCTICO 1-6 "elidad de la replicación 
del DNA 
Calcule el número de veces que se ha copiado el DNA 
de una célula de E. coli desde el momento de la apari- 
ción de su precursor bacteriano más ancestral hace 
aproximadamente 3.500 millones de años. Como simpli- 
ficación considere que, en promedio, se ha producido 
una división celular cada 12 horas (esto constituye una 
sobreestimación para las bacterias modernas y proba- 
blemente una infraestimación para las más antiguas). 


Solución: 
(1 generaciórv12 horas)(24horas/día)(365días/año)(3,5 x 10° años) 
= 2,6 x 10" generaciones, 


FIGURA 1-32 Complementariedad entre las dos cadenas del DNA. El 
DNA es un polímero lineal de cuatro tipos de desoxirribonucleótidos 
unidos covalentemente: desoxiadenilato (A), desoxiguanilato (G), 
desoxicitidilato (C) y desoxitimidilato (T). Cada uno de los nucleótidos, 
gracias a su precisa estructura tridimensional, puede asociarse muy 
especificamente, pero de modo na covalente, con otro de los nucleótidos 
en la cadena compiementaria: Á se asocia siempre T y G siempre con C. 
Así, en la molécula de DNA de doble cadena, la secuencia completa de 
nucieótidos de una hebra o cadena es complementaria con la secuencia 
de la otra. Las dos cadenas del DNA, unidas por enlaces de hidrógeno 
(representados aquí por líneas verticales azules) entre los pares de 
nucleótidos complementarios, se enrollan una sobre la otra para formar 
la doble hélice del DNA. En la replicación del DNA, las dos cadenas (en 
color azul) se separan y se sintetizan dos cadenas nuevas (en color 
rosa), cada una con una secuencia complementaria a la de una de las 
cadenas originales. El resultada son dos moléculas de doble hélice de 
DNA, cada una de ellas idéntica al DNA original. 


Cada página de este libro contiene unos 5.000 
caracteres por lo que el libro completo contiene unos 5 
millones de caracteres. El cromosoma de E. coli tam- 
bién contiene unos 5 millones de caracteres (pares 
nucleotídicos). Imagínese haciendo una copia a mano 
de este libro, pasándolo a un compañero de clase para 
que a su vez lo copie a mano y dé esta segunda copia a 
un tercer compañero que haría una tercera copia y así 
sucesivamente. ¿Se parecería mucho cada copia suce- 
siva del libro al original? ¡Imagine el libro de texto que 
se obtendría como resultado de la copia manual de este 
libro unos cuantos billones de veces! 


La estructura del DNA hace posible su replicación 
y reparación con fidelidad casi perfecta 


La capacidad de las células vivas de preservar su mate- 
rial genético y duplicarlo para su transmisión a la gene- 
ración siguiente es el resultado de la complementarie- 
dad estructural entre las dos cadenas de la molécula de 
DNA (Fig. 1-32). La unidad básica del DNA es un 
polímero lineal formado por cuatro subunidades 
monoméricas diferentes, los desoxirribonucleótidos, 
ordenados en una secuencia lineal precisa. En esta 
secuencia lineal se encuentra codificada la información 
genética. Dos de estas cadenas poliméricas se enrollan 
una sobre la otra para formar la doble hélice de DNA, en 
la que cada desoxirribonucleótido de una cadena queda 
específicamente aparejada con un desoxirribonucleóti- 
do complementario de la cadena opuesta. Antes de 
producirse la división celular, las dos cadenas de DNA 
se separan y actúan de molde para la síntesis de otra 
cadena complementaria nueva, con lo que se generan 
dos moléculas de doble hélice idénticas, una para cada 
célula hija. Si una cadena resultase dañada, la continui- 
dad de la información queda asegurada por la informa- 
ción presente en la cadena complementaria, que actua- 
rá de molde para la reparación de la lesión. 


La secuencia lineal del DNA codifica proteínas 

con estructuras tridimensionales 

La información está codificada en el DNA en su secuencia 
lineal (monodimensional) de unidades desoxirribonu- 
cleotídicas, pero la expresión de esta información da 
como resultado una célula tridimensional. La transición 
entre una y tres dimensiones ocurre en dos fases. Una 
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secuencia lineal de desoxirribonucleótidos del DNA codi- 
fica (a través de un intermediario, el RNA) la producción 
de una proteína con la correspondiente secuencia lineal, 
en este caso de aminoácidos (Fig. 1-33). La proteína se 
pliega adoptando una estructura tridimensional particu- 
lar, determinada por su secuencia de aminoácidos y esta- 
bilizada principalmente por interacciones no covalentes. 
Aunque la forma final de la proteína plegada viene dicta- 
da por su secuencia de aminoácidos, el proceso de plega- 
miento recibe la asistencia de “chaperonas moleculares” 
(véase la Fig. 4-30). La adopción de una estructura tridi- 
mensional precisa, o conformación nativa por parte de 
la proteína es crucial para su función. 

Una vez que la proteína ha adoptado su conforma- 
ción nativa, puede asociarse de modo no covalente con 
otras macromoléculas (proteínas, ácidos nucleicos o 
lípidos) para formar complejos supramoleculares como 
cromosomas, ribosomas y membranas, Las moléculas 
individuales de estos complejos poseen sitios de unión 
específicos y de alta afinidad para las demás y son capa- 
ces de formar espontáneamente complejos funcionales 
en el medio celular. 

A pesar de que las secuencias de aminoácidos de las 
proteínas contienen toda la información necesaria para 
alcanzar su estado nativo, también es necesario un 
entorno celular adecuado (de pH, fuerza iónica, concen- 
tración de iones metálicos, etc.) para que el plegamien- 
to y formación de los complejos sean correctos. Por 
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FIGURA 1-33 Del DNA al RNA a la proteína al enzima (hexoqui- 
nasa). La secuencia lineal de desoxirribonucledtidos del DNA (el gen) 
que codifica la proteina hexoquinasa se transcribe primero en una molé- 
cula de ácido ribonucleico (RNA) con secuencia de ribonucleótidos com- 
plementaria, La secuencia de RNA (RNA mensajero) se traduce poste- 
riormente en la cadena lineal de la proteína de la hexoquinasa, que se 
pliega para adoptar su conformación tridimensional nativa, a menudo con 
ia ayuda de las chaperonas moleculares. Una vez adoptada su forma 
nativa, la hexoquinasa adquiere su capacidad catalítica: puede catalizar la 
fosforilación de la glucosa usando ATP como donador del grupo fosforilo. 


tanto, la secuencia del DNA no es capaz por sí sola de 
formar y mantener una célula plenamente funcional. 


RESUMEN 1.4 Fundamentos genéticos 


MM La información genética está codificada en la 
secuencia lineal de cuatro tipos de desoxirribonucleóti- 
dos en el DNA. 

E La molécula de la doble hélice del DNA contiene un 
molde interno que permite su propia replicación y repa- 
ración. 

E Las moléculas de DNA son extraordinariamente 
grandes, con masas moleculares de millones o de miles 
de millones. 

MM A pesar del enorme tamaño del DNA, su secuencia 
de nucleótidos es muy precisa y el mantenimiento de 
una secuencia exacta durante un largo período de tiem- 
po constituye la base de la continuidad genética de los 
organismos 

MM La secuencia lineal de aminoácidos de una proteína, 
codificada en el DNA del gen de esa proteína, da lugar a 
una estructura tridimensional que es exclusiva para esa 
proteína, un proceso que depende también de las con- 
diciones ambientales. 

E Ciertas macromoléculas individuales con afinidad 
específica para con otras macromoléculas se unen entre 
sí formando complejos supramoleculares. 


1.5 Fundamentos evolutivos 


Nada tiene sentido en biología si no es a la luz de la 
evolución. 
—Theodosius Dobzhansky, The American Biology 
Teacher, Marzo 1973 
Los grandes progresos de la bioquímica y la biología 
molecular durante las últimas décadas han confirmado 
ampliamente la validez de la contundente generaliza- 
ción de Dobzhansky. La notable similitud de las vías 
metabólicas y las secuencias génicas en los tres domi- 
nios de la vida es un robusto argumento a favor de la 
hipótesis de que todos los organismos modernos des- 
cienden de un progenitor evolutivo común a través de 
una serie de pequeños cambios (mutaciones), que 
conferían, en cada caso, una ventaja selectiva a un orga- 
nismo dado en un nicho ecológico concreto. 


Los cambios en las instrucciones hereditarias hacen 
posible la evolución 


A pesar de la fidelidad casi perfecta de la replicación 
genética, ciertos errores muy poco frecuentes que no 
han sido reparados durante la replicación del DNA pro- 
ducen variaciones en la secuencia nucleotídica del 
DNA, dando lugar a una mutación que cambia las ins- 
trucciones para alguno de los componentes celulares. 
Una reparación incorrecta de una lesión en una de las 
cadenas de DNA tiene el mismo efecto. Las mutaciones 
en el DNA que se transmite a los descendientes, es 
decir, mutaciones en las células reproductoras, pueden 
ser dañinas o incluso letales para el nuevo organismo o 
célula; pueden, por ejemplo, provocar la síntesis de un 
enzima defectuoso incapaz de catalizar una reacción 
metabólica esencial. Sin embargo, una mutación puede 
dar lugar ocasionalmente a un organismo o una célula 
mejor preparados para sobrevivir en su entorno natural 
(Fig. 1-34). El enzima mutante podría, por ejemplo, 
haber adquirido una especificidad ligeramente diferente 
que lo hiciera capaz de utilizar cierto compuesto que la 
célula era incapaz de metabolizar antes de producirse la 
mutación. Si una población de células se encontrase en 
un entorno en el que este compuesto fuera el único o el 
más abundante de los nutrientes disponibles, la célula 
mutante tendría ventajas selectivas sobre las otras célu- 
las no mutantes (de tipo silvestre — wild type) de la 
población. La célula mutante y su progenie sobrevivi- 
rían y prosperarían en el nuevo entorno mientras que 
las células del tipo silvestre no dispondrían de nutrien- 
tes y perecerían. Este es el significado que Darwin quiso 
dar a la selección natural, lo que, a veces, se conoce 
como “la supervivencia del más adaptado”. 

En ocasiones se produce la duplicación de un gen 
entero en el cromosoma como resultado de una replica- 
ción defectuosa del mismo. La segunda copia es superf- 
lua, con lo que las mutaciones que se produzcan en este 
segundo gen no serán nocivas; ésta constituye otra 
forma de evolución celular puesto que implica la pro- 
ducción de un nuevo gen con una nueva función al 
tiempo que se retienen el gen y la función originales. 
Desde este punto de vista, las moléculas de DNA de los 
organismos modernos son como documentos históricos 
llenos de datos que hablan del largo viaje entre las pri- 
meras células y los organismos actuales. Sin embargo, 
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FIGURA 1-34 Duplicación génica y mutación: una 


DNA vía para generar actividades enzimáticas nuevas, En 
Un error poco frecuente este ejemplo, el gen único de la hexoquinasa de un 
durante la replicación del DNA organismo hipotético podría ser copiado accidental- 
duplica el gen de la hexoquinasa. mente dos veces durante la replicación del DNA, de 

modo que el organismo acabara teniendo dos copias 


Un segundo e infrecuente error 
da lugar a una mutación en el 
segundo gen de la hexoquinasa. 


Mutación 


Gen pupa 


del gen, una de ellas superflua. A lo targo de muchas 
generaciones, y a causa de la repetida duplicación del 
DNA con dos genes de hexoquinasa, se producen errores 
que, a pesar de su baja frecuencia, dan lugar a cambios 
en el gen superfluo y, por tanto, en la proteína que codi- 
fica. En unos pocos casos raros, la proteína producida por 
este gen mutante se altera de forma que puede unirse a 
un nuevo sustrato, galactosa en nuestro caso hipotético, 


expresión del po La célula que contiene el gen mutante ha adquirido uma 
gen original duplicado y mutado capacidad nueva (metabolismo de la galactosa), que le 


aras mutante 
con nueva especificidad 
de sustrato por la galactosa 


Hexoquinasa original 
(la galactosa no es sustrato) 


los datos históricos contenidos en el DNA no son com- 
pletos; a lo largo de la evolución se han borrado muchas 
de las mutaciones, o se ha escrito sobre ellas tachándo- 
las, A pesar de ello, las moléculas de DNA son la mejor 
fuente de historia biológica disponible. La frecuencia 
real de errores en la replicación del DNA es fruto del 
equilibrio entre un número excesivo de errores, que 
convertirían en no viables a las células hija, y demasiado 
pocos, que harían imposible la variación genética que 
permite la supervivencia de las células mutantes en 
nuevos nichos ecológicos. 

Varios miles de millones de años de selección adap- 
tativa han conducido al refinamiento de los sistemas 
celulares, haciéndolos capaces de obtener el máximo 
provecho de las propiedades físicas y químicas de los 
materiales crudos del entorno. Las variaciones genéti- 
cas producidas al azar entre individuos de una pobla- 
ción, combinadas con la selección natural, han generado 
la evolución de la enorme variedad actual de organis- 
mos, cada uno de ellos adaptado a su nicho ecológico 
particular. 


Las primeras biomoléculas aparecieron por evolución 
quimica 

En nuestros comentarios anteriores hemos pasado por 
alto el primer capítulo de la historia de la evolución: la 
aparición de la primera célula viva. Aparte de su presen- 
cia en los organismos vivos, los compuestos orgánicos, 
entre los que se incluyen las biomoléculas básicas tales 
como los aminoácidos y los glúcidos, se encuentran 
presentes únicamente en muy pequeñas cantidades en 
la corteza terrestre, el mar y la atmósfera. ¿Cómo adqui- 
rieron los primeros organismos vivos sus componentes 
estructurales orgánicos característicos? Existe una 
hipótesis que sostiene que estos compuestos se crearon 


puede permitir sobreviwir en un nicho ecológico en el que 
exista suministro de galactosa pero no de glucosa. Si no 
se produce duplicación génica previamente a la mutación 
se pierde la función original del gen. 


como consecuencia de la acción de poderosas fuerzas 
ambientales -irradiación ultravioleta, relámpagos o 
erupciones volcánicas — sobre los gases existentes en la 
atmósfera prebiótica de la Tierra y sobre los compues- 
tos inorgánicos disueltos en los respiraderos hidrotér- 
micos de los fondos oceánicos. 

Esta hipótesis fue puesta a prueba en un experi- 
mento clásico sobre el origen abiótico (no biológico) de 
las biomoléculas orgánicas realizado en 1953 por Stan- 
ley Miller en el laboratorio de Harold Urey. Miller some- 
tió mezclas gaseosas similares a las que se presumía que 
existían en la Tierra prebiótica y que incluían NH,, CH, 
H,O y H, a descargas eléctricas producidas por un par 
de electrodos (con el fin de simular las descargas de un 
relámpago) durante periodos iguales o superiores a una 
semana y a continuación analizó el contenido del reci- 
piente de reacción que se había mantenido cerrado 
(Fig. 1-35). La fase gaseosa de la mezcla resultante 
contenía CO y CO, además de los gases iniciales. La fase 
acuosa contenía una mezcla de compuestos orgánicos 
entre los que se incluían algunos aminoácidos, hidroxiá- 
cidos, aldehídos y ácido cianhídrico (HCN). Este expe- 
rimento demostró que la producción abiótica de biomo- 
léculas era posible en tiempos relativamente cortos y en 
condiciones relativamente suaves. Cuando las muestras 
cuidadosamente conservadas por Miller y redescubier- 
tas en 2010 se examinaron con técnicas mucho más 
sensibles y eficientes (cromatografía líquida de alta 
resolución y espectrometría de masas), se confirmaron, 
ampliándolas muchísimo, sus observaciones originales. 
Experimentos previamente no publicados por Miller en 
los que se había añadido H,S a la mezcla de gases (para 
mimetizar las columnas volcánicas “humeantes” del 
fondo marino; Fig. 1-36) demostraron la formación de 
23 aminoácidos, 7 compuestos organosulfurados y una 
gran cantidad de compuestos más simples que podrían 
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FIGURA 1-35 Producción abiótica de biomoléculas. (a) Aparato de 
descargas eléctricas del tipo utilizado por Miller y Urey en los experi- 
mentos en que demostraron la formación abiótica de compuestos orgá- 
nicos en condiciones atmostéricas primitivas. Después de someter el 
contenido gaseoso del sistema a descargas eléctricas se recogieron los 
productos por condensación. Entre esos productos se encontraron bio- 
moléculas como los aminoácidos. (b) Stanley L. Miller (1930-2007) 
usando su aparato de descargas eléctricas. [Fuente: Bettrman/Corbis.] 


haber actuado como bloques estructurales en la evolu- 
ción prebiótica. 

Experimentos de laboratorio más refinados han 
probado que en estas condiciones se pueden formar 
muchos de los componentes químicos de las células 
vivas, incluidos polipéptidos y moléculas parecidas al 
RNA. Los polímeros de RNA pueden actuar como cata- 
lizadores en reacciones biológicas importantes (véanse 
los Capítulos 26 y 27), por lo que es posible que el RNA 
jugara un papel crucial en la evolución prebiótica gra- 
cias a su doble capacidad como catalizador y como 
depositario de información. Las unidades monoméricas 
del RNA, los ribonmucleótidos, no se han podido obtener 
en condiciones prebióticas en el laboratorio, por lo que 
es posible que la evolución prebiótica no empezara con 
el mismo RNA sino con una molécula parecida. 


FIGURA 1-36 Fumarolas negras. Los respiradores hidrotermales del 
fondo marino emiten agua supercalentada rica en minerales disueltos, 
Cuando la solución expulsada se encuentra con el agua fría, precipitan 
los sulfuros disueltos y se forma un “humo” negro. En la inmediata 
vecindad de estos respiraderos, que pueden haber sido el sitio donde se 
produjo la biogénesis primigenia, se encuentran diversas formas de vida 
entre las que se incluyen arqueas y algunos animales multicelulares sor- 
prendentemente complejos, [Fuente: (a) P. Rona/OAR/National Under- 
sea Research Program (NURP), NOAA. ] 


Los primeros genes y catalizadores podrían haber sido 
moléculas de RNA o precursores relacionados 


En los organismos modernos, los ácidos nucleicos codi- 
fican la información genética que especifica la estructu- 
ra de los enzimas, mientras que los enzimas poseen la 
capacidad de catalizar los procesos de replicación y 
reparación de los ácidos nucleicos. La mutua dependen- 
cia de estas dos clases de biomoléculas hace que surja 
una duda desconcertante ¿Quien apareció primero, el 
DNA o las proteínas? 

La respuesta podría bien ser que aparecieron al 
mismo tiempo y que el RNA precedió a los dos. El des- 
cubrimiento de que las moléculas de RNA pueden 
actuar como catalizadores de su propio proceso de for- 
mación sugiere que el RNA pudo haber sido a la vez el 
primer gen y el primer catalizador biológico. En base a 
esta idea (Fig. 1-37), una de las primeras etapas de la 
evolución biológica habría sido la formación al azar de 
una molécula de RNA con capacidad para catalizar la 
formación de otras moléculas de RNA con la misma 
secuencia: una molécula de RNA autorreplicante y auto- 
perpetuante. La concentración de moléculas de RNA 
autorreplicantes se incrementaría exponencialmente al 
formarse varias moléculas a partir de una, muchas más 
a partir de éstas y así sucesivamente. Es presumible que 
la fidelidad de la reproducción estaba lejos de ser per- 
fecta, de modo que el proceso permitiría la generación 
de variantes de la molécula de RNA, algunas de las cua- 
les serían probablemente más eficaces en su autorrepli- 
cación. En la competencia por la utilización de los 


Formación prebiótica de compuestos sencillos, nucleótidos 
incluidos, a partir de componentes de la atmósfera primitiva 
de la Tierra o de gases en respiraderos volcánicos submarinos 


FIGURA 1-37 La posible situación en un “mundo de RNA”, 


nucleótidos, las secuencias autorreplicantes más efi- 
cientes saldrían más beneficiadas, mientras que las 
menos eficientes desaparecerían del medio. 

De acuerdo con la hipótesis del “mundo del RNA”, 
la división de funciones entre el DNA (almacenamiento 
de la información genética) y las proteínas (catálisis) se 
produjo en una etapa más tardía. Con anterioridad se 
desarrollaron nuevas variantes de moléculas de RNA 
autorreplicantes que poseían la capacidad adicional de 
catalizar la condensación de aminoácidos en forma de 
péptidos. En ocasiones, los péptidos así formados 
habrían sido capaces de potenciar la capacidad autorre- 
plicante del RNA, y el conjunto molécula de RNA-pépti- 
do colaborador podría haber sufrido más variaciones 
secuenciales que hubieran generado sistemas autorre- 
plicantes cada vez más eficientes. El importante descu- 
brimiento de que en la maquinaria encargada de la sín- 
tesis de proteínas de las células modernas (ribosomas) 
son las moléculas de RNA, y no las de proteína, las que 
catalizan la formación del enlace peptídico, está de 
acuerdo con la hipótesis del mundo de RNA. 

Cierto tiempo después de la evolución de este pri- 
mitivo sistema de síntesis de proteínas se produjo otro 
avance: aparecieron moléculas de DNA con secuencias 
complementarias a las de RNA autorreplicante, que 
reemplazaron a estas últimas en la función de conservar 
la información “genética”, mientras que las moléculas 
de RNA evolucionaron para actuar en la síntesis de pro- 
teínas. (En el Capítulo 8 se explica la razón de que el 
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DNA sea una molécula más estable que el RNA y, por 
tanto, un mejor depositario de la información heredita- 
ria). Las proteínas demostraron poder comportarse 
como catalizadores versátiles y asumieron con el tiempo 
esta función de manera mayoritaria. Los compuestos 
lipídicos de la sopa primordial pudieron formar capas 
relativamente impermeables alrededor de grupos de 
moléculas autorreplicantes. La concentración de proteí- 
nas y ácidos nucleicos en el interior de estos comparti- 
mientos lipídicos favoreció las interacciones molecula- 
res necesarias para los procesos de autorreplicación. 

La hipótesis del mundo de RNA es intelectualmente 
satisfactoria pero deja sin contestar una pregunta intri- 
gante: ¿De dónde procedían los nucleótidos necesarios 
para construir las primeras moléculas de RNA? Una 
alternativa a esta hipótesis del mundo de RNA propone 
la evolución previa de rutas metabólicas simples, quizás 
en las fuentes hidrotermales del fondo oceánico. Una 
serie de reacciones encadenadas habría producido allí 
precursores, entre los que se contaban los nucieótidos, 
antes de la aparición de las membranas lipídicas o el 
RNA. En ausencia de datos experimentales más sólidos, 
ninguna de estas dos hipótesis es descartable. 


La evolución biológica empezó hace más de tres mil 
quinientos millones de años 


La Tierra se formó hace aproximadamente 4.600 millo- 
nes de años, y la primera prueba concluyente de la 
existencia de vida data de hace más de 3.500 millones 
de años. En 1996, científicos que trabajaban en Groen- 
landia encontraron pruebas químicas de vida (“molécu- . 
las fósiles”) de una antigüedad de unos 3.850 millones 
de años y consistentes en formas de carbono inerusta- 
das en roca que parecían tener un origen claramente 
biológico. Durante sus primeros mil millones de años de 
vida, apareció en algún lugar de la Tierra el primer orga- 
nismo simple, capaz de replicar su propia estructura a 
parir de un molde (¿RNA?) que fue el primer material 
genético. Dado que en los tiempos del amanecer de la 
vida la atmósfera terrestre carecía prácticamente de 
oxígeno y además existían pocos organismos que pudie- 
ran consumir los compuestos orgánicos formados 
mediante procesos naturales, éstos eran relativamente 
estables. Con esta estabilidad y eones de tiempo, lo 
improbable acabó volviéndose inevitable: vesículas lipí- 
dicas que contenían compuestos orgánicos y moléculas 
de RNA autorreplicantes dieron lugar a las primeras 
células (proteocélulas), y las proteocélulas con mayor 
capacidad de autorreplicación se hicieron más numero- 
sas. El proceso de evolución biológica había empezado. 


La primera célula utilizó probablemente combustibles 
inorgánicos 

Las primeras células aparecieron en una atmósfera 
reductora (no había oxígeno) y, probablemente, obtuvie- 
ron la energía de combustibles inorgánicos tales como el 
sulfuro ferroso o el carbonato ferroso, ambos muy abun- 
dantes en la Tierra primitiva. Por ejemplo, la reacción 


FeS + H,S — Fes, + H, 


proporciona energía suficiente para impulsar la síntesis 
de ATP y compuestos similares. Los compuestos orgáni- 
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cos que requerían estas células podrían haber aparecido 
como consecuencia de la acción no biológica de las 
tormentas eléctricas, de la actividad volcánica o de los 
respiraderos hidrotermales de los océanos sobre com- 
ponentes de la atmósfera primitiva de la tierra como el 
CO, el CO,, el N,, el NH, el CH, y otros. Se ha propuesto 
una fuente alternativa de compuestos orgánicos: el 
espacio extraterrestre. Las misiones espaciales de 2006 
(Stardust) y 2014 (Philae) han descubierto que las par- 
tículas de polvo de un cometa contenían el aminoácido 
simple glicina y otros 20 compuestos orgánicos capaces 
de reaccionar para formar biomoléculas. 

Los primeros organismos unicelulares fueron adqui- 
riendo gradualmente la capacidad de obtener energía a 
partir de compuestos de su entorno y de utilizar esa 
energía para sintetizar una cantidad creciente de sus 
propias moléculas precursoras para ser menos depen- 
dientes de fuentes externas. Un acontecimiento evoluti- 


vo muy significativo fue el desarrollo de pigmentos capa- 


ces de capturar la luz visible del sol y usar su energía en 
la reducción o “fijación” del CO, para producir compues- 
tos orgánicos más complejos. Es probable que el donador 
de electrones original para estos procesos fotosintéti- 
cos fuera el H,S, que genera azufre elemental o sulfato 
(SO?) como productos secundarios. Algunos respirade- 
ros hidrotérmicos del fondo de los mares (fumarolas 
negras; Fig. 1-36) emiten cantidades significativas de H,, 
que es otro posible donador de electrones en el metabo- 
lismo de los organismos primitivos. Posteriormente, otras 
células desarrollaron la capacidad enzimática de utilizar 
H,O como dador de electrones en las reacciones fotosin- 
téticas, produciendo O, como producto de desecho. Las 
cianobacterias son los descendientes modernos de estos 
productores fotosintéticos de oxígeno primitivos. 

Dado que la atmósfera de la Tierra prácticamente 
no contenía oxígeno en las primeras fases de la evolu- 
ción biológica, las células primitivas eran anaeróbicas. 
En estas condiciones, los quimiótrofos podían oxidar 
compuestos orgánicos a CO, sin transferir electrones al 
O, sino a aceptores como el 50? dando, en este caso, 
H,S como producto. Con la aparición de las bacterias 
fotosmtéticas productoras de O,, la atmósfera fue enri- 
queciéndose progresivamente en oxígeno, un oxidante 
poderoso y un veneno mortal para los organismos anae- 
róbicos. Respondiendo a la presión evolutiva, lo que 
Lynn Margulis y Dorion Sagan han llamado el “holocaus- 
to del oxígeno”, algunas familias de microorganismos 
dieron lugar a organismos aeróbicos que obtenían su 
energía mediante el transporte de electrones desde 
moléculas de combustible hacia el oxígeno. Gracias a 
que las transferencias de electrones desde moléculas 
orgánicas al O, desprenden mucha energía, los organis- 
mos aeróbicos disfrutaron de ventajas energéticas sobre 
los anaeróbicos cuando ambos competían en un ambien- 
te que contenía oxígeno. Esta ventaja dio como resulta- 
do el predominio de los organismos aeróbicos en 
ambientes ricos en O,. 

Las bacterias y arqueas actuales habitan en la prác- 
tica totalidad de nichos ecológicos de la biosfera, y exis- 
ten organismos capaces de usar casi todos los tipos de 
compuestos orgánicos como fuente de carbono y ener- 
gía. Los microbios fotosintéticos de aguas dulces y sala- 
das captan la energía solar y la utilizan en la formación 
de glúcidos y todos los demás compuestos celulares los 


cuales, a su vez, son utilizados como alimento por otras 
formas de vida. El proceso evolutivo continúa y, en el 
caso de las bacterias de reproducción rápida, en una 
escala de tiempo que prácticamente nos permite obser- 
varlo en el laboratorio. Una línea interesante de investi- 
gación sobre los mecanismos evolutivos está dirigida a 
producir una célula “sintética” en el laboratorio (enten- 
diendo por tal aquella en la que el investigador ha apor- 
tado todos sus componentes a partir de componentes 
conocidos y purificados). El primer paso en esta direc- 
ción consiste en determinar el número mínimo de genes 
necesario para la vida a partir de la observación de los 
genomas de las bacterias más sencillas. El genoma más 
pequeño conocido de una bacteria de crecimiento libre 
es el de Mycoplasma mycoides, que contiene 1,08 
megapares de bases (1 megapar de bases es un millón de 
pares de bases). En el año 
2010, científicos del Craig 
Venter Institute consiguie- 
ron sintetizar un cromoso- 
ma entero de un micoplas- 
ma in vitro e incorporar este 
cromosoma sintético en una 
hacteria viva de otra espe- 
cie, Mycoplasma caprico- 
lum (de la que se había 
extraído el DNA), con lo 
que esta última adquirió las 
propiedades de M. mycoi- 
des (Fig. 1-38). Esta tec- 
nología abre el camino a la 
producción de una célula sintética que contenga la míni- 
ma cantidad de genes esenciales para la vida. Con una 
célula así podríamos esperar que fuera posible el estudio 
en el laboratorio de los procesos evolutivos mediante los 
que las protocélulas se diversificaron gradualmente y 
llegaron a ser más complejas. 


Lynn Margulis, 1938-2011 
(Fuente: Ben Barnhart/UMass 
Magazine. ] 


Las células eucarióticas evolucionaron a partir 

de precursores más simples a través de diversas fases 

A partir de hace aproximadamente 1.500 millones de 
años, el registro fósil empieza a mostrar pruebas de la 
existencia de organismos mayores y más complejos, pro- 
bablemente las primeras células eucarióticas (Fig. 1-39). 


FIGURA 1-38 Células sintéticas. Estas células se generaron mediante 
inyección del DNA de Mycoplasma mycoides sintetizado en el laborato- 
rio en la célula enucleada de un organismo relacionado, Mycoplasma 
capricolurm. Las células sintéticas se reproducen y tienen propiedades 
específicas de M. mycoides. [Fuente: © 2012 National Center for 
Microscopy £ imaging Research. ] 


No es posible deducir detalles acerca de los pasos evolu- 
tivos desde células no nucleadas a células nucleadas 
únicamente a partir del registro fósil, pero la compara- 
ción morfológica y bioquímica de los organismos moder- 
nos sugiere la existencia de una secuencia de aconteci- 
mientos consistente con los datos del registro fósil. 

A lo largo del proceso deben haberse producido 
tres cambios principales. En primer lugar, al ir adqui- 
riendo las células mayor cantidad de DNA, se perfec- 
cionaron los mecanismos necesarios para su plega- 
miento en complejos discretos con proteínas específi- 
cas y para su división equitativa entre células hijas 
durante la división celular. Fueron necesarias proteínas 
especializadas para la estabilización del DNA plegado y 
para la segregación de los complejos proteína-DNA 
resultantes (cromosomas) durante la división celular. 
En segundo lugar, al aumentar el tamaño de las células, 
se desarrolló un sistema de membranas intracelulares 
que incluye una membrana doble que rodea al DNA. 
Esta membrana segrega el proceso nuclear de síntesis 
de RNA a partir de un molde de DNA del proceso cito- 
plasmático de la síntesis de proteínas en los ribosomas. 
Finalmente, de acuerdo con una hipótesis ahora plena- 
mente aceptada y avanzada (no sin mucha resistencia 
inicial) por Lynn Margulis, las células eucarióticas pri- 
mitivas, incapaces de llevar a cabo la fotosíntesis o de 
usar metabolismo aeróbico, envolvieron bacterias aeró- 
bicas o fotosintéticas para formar asociaciones endo- 
simbióticas que, finalmente, se convirtieron en per- 
manentes (Fig. 1-40). Algunas bacterias aeróbicas 
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FIGURA 1-39 Momentos principales en la evolución de la vida en la 
Tierra. 
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evolucionaron para dar lugar a las mitocondrias de los 
eucariotas modernos y algunas cianobacterias fotosin- 
téticas se convirtieron en plástidos, como los cloroplas- 
tos de las algas verdes, probables ancestros de las 
modernas células vegetales. 

En alguna fase posterior de la evolución, los orga- 
nismos unicelulares descubrieron las ventajas de la 
asociación, que les permitió adquirir mayor movilidad, 
eficiencia y éxito reproductivo que sus competidores 
unicelulares. La evolución posterior de estos organis- 
mos organizados en grupos dio lugar a asociaciones 
permanentes entre células individuales y, finalmente, a 
la especialización en el seno de la colonia, es decir, a la 
diferenciación celular. 

Las ventajas de la especialización celular impulsaron 
la evolución de organismos cada vez más complejos y alta- 
mente diferenciados, en los que ciertas células llevaban a 
cabo las funciones sensoriales, otras las funciones digesti- 
vas, fotosintéticas o reproductivas y así sucesivamente. 
Muchos de los organismos multicelulares modernos con- 
tienen centenares de tipos celulares distintos, cada uno de 
ellos especializado en alguna función necesaria para el” 
organismo en su conjunto. Los mecanismos fundamenta- 
les que aparecieron inicialmente han seguido un proceso 
de refinamiento y mejora a lo largo de la evolución. En el 
movimiento de los cilios del Paramecium y de los flagelos 
de Chlamydomonas subyacen las mismas estructuras y 
mecanismos empleados en, por ejemplo, las altamente 
diferenciadas células espermáticas de los vertebrados. 


La anatomía molecular revela relaciones evolutivas 


Los bioquímicos disponen actualmente de un creciente 
y enormemente rico repertorio de información sobre la 
anatomía molecular de las células con el que analizar las 
relaciones evolutivas y refinar la teoría de la evolución. 
Se ha determinado la secuencia completa del genoma, 
la información genética completa de un organismo, de 
varios miles de bacterias y arqueas y de un número cre- 
ciente de microorganismos eucarióticos tales como 
Saccharomyces cerevisiae y especies de Plasmo- 
dium, de plantas como Arabidopsis thaliana y arroz; 
y también de animales multicelulares como Caenorhab- 
ditis elegans (un gusano), Drosophila melanogaster 
(la mosca del vinagre), el ratón, la rata el perro, el 
chimpancé y Homo sapiens (Tabla 1-2). Resulta inclu- 
so posible recuperar muestras de DNA de los tejidos de 
animales extintos como el hombre de Neanderthal o el 
mamut lanudo y secuenciarlas (vea el Capítulo 8). Gra- 
cias a la disponibilidad de estas secuencias se pueden 
establecer comparaciones detalladas y cuantitativas 
entre especies que permiten profundizar en el conoci- 
miento del proceso evolutivo. Hasta ahora, la filogenia 
molecular derivada de las secuencias génicas es consis- 
tente con la filogermia clásica basada en estructuras 
macroscópicas, y en muchos casos es más precisa. La 
unidad de la vida a nivel molecular es evidente a pesar 
de la continua divergencia de los organismos a nivel 
anatómico; las estructuras y los mecanismos molecula- 
res son marcadamente similares entre los organismos 
más simples y los más complejos. Es a nivel de las 
secuencias donde estas similitudes se aprecian mejor, 
ya sea en las secuencias del DNA que codifica las pro- 
teínas o en las secuencias de las proteínas mismas. 
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El sistema simbiótico ahora puede 
llevar a cabo un catabolismo 
aeróbico. Algunos genes 

atrapada en un eucariota bacterianos migran hacia el núcleo 
y tos endosimbiontes bacterianos 
se convierten en mitocondrias. 


El metabolismo anaeróbico La bacteria queda 
es ineficiente porque los 


combustibles no se oxidan ancestral y se multiplica 
completamente. 


en su interior. 


Eucariota aeróbico 


Eucariota anaeróbico 
ancestral 


Genoma 
bacteriano Genoma Jan? 
cianobacteriano 
Bacteria aeróbica Cianobacteria 

El metabolismo aeróbico es eficiente A La cianobacteria atrapada se Con el tiempo, algunos 

porque el combustible es oxidado La energía de la luz convierte en un endosimbionte genes cianobacterianos 

hasta CO». se utiliza para y se multiplica; la nueva célula migran hacia el núcleo 
sintetizar biomoléculas produce ATP utilizando la y los endosimbiontes se 
a partir de CO». energía de la luz solar. convierten en cloroplastos. 


FIGURA 1-40 Evolución de los eucariotas mediante endosimbiosis. 
La célula eucariótica original, un anaerobio, asimiló bacterias púrpura 
endosimbióticas que poseían la capacidad de llevar a cabo catabolismo 
aeróbico y se convirtieron, con el paso del tiempo, en mitocondrias. 


Cuando dos genes comparten secuencias muy simi- 
lares (secuencia de nucleótidos en el DNA o secuencias 
de aminoácidos en las proteínas codificadas) fácilmente 
detectables, se dice que sus secuencias son homólogas 


Cuando tas cianobacterias fotosintéticas se convirtieron también en 
endosimbióticas de algunos eucariotas aeróbicos, estas células se con- 
virtieron en ¡os precursores fotosintéticos de las algas verdes y plantas 
modernas. 


y que las proteínas que codifican son homólogos. Si 
una misma especie contiene dos genes homólogos, 
estos dos genes y sus productos proteicos se denominan 
parálogos. Se piensa que los genes parálogos han apa- 


TABLA 1-2 Algunos de los muchos organismos cuyos genomas han sido secuenciados completamente 
- Organismo Tamaño del genoma Interés biológico | 
(pares de nucleótidos | 
| Nanoarchaeum equitans 49x10 e Arquea marina simbiótica a | 
Mycoplasma genitalium 5,8 x 109 Bacteria parasitaria | 
Helicobacter pylori 1,6 x 10° Produce úlceras gástricas 
Methanocaldococcus 1,7 x 108 Arquea; crece a 85°C | 
jannaschii | 
Haemophilus influenzae 1,9x 10* Causa la gripe bacteriana 
Synechocystis sp. 3,9 x 100 Cianobacteria 
Bacillus subtilis 4,2 x 10° Bacteria comúnmente presente en el suelo 
Escherichia coli 46x10 Algunas cepas son patógenas en humanos 
Saccharomyces cerevisiae 1,2x10' Eucariota unicelular 
Caenorhabditis elegans 1,0 x 10% Gusano 
Arabidopsis thaliana 1,2 x 105 Planta vascular 
| Drosophila melanogaster 1,8 x 108 Mosca (“mosca del vinagre”) 
| Mus musculus 2,7 x 102 Ratón 
| Homo sapiens 3,0 x 102 Ser humano 
| Paris 'Japonica 1,5 x 10” Paris japonica | 


Fuente: www.ncbi.nih.gov/genome; J. Pellicer et al., Bot. J. Linn. Soc, 164:10, 2010. 


recido por duplicación génica seguida de cambios gra- 
duales en las secuencias de cada una de las dos copias. 
Generalmente, las proteínas parálogas son similares no 
únicamente en secuencia sino también en estructura 
tridimensional, aunque es habitual que hayan adquirido 
funciones diferentes a lo largo de su evolución. 

Dos genes (o proteínas) homólogos de especies 
diferentes se denominan ortólogos y sus productos 
génicos son ortólogos. Es frecuente observar que los 
ortólogos tienen la misma función en ambos organis- 
mos, por lo que cuando se encuentra que un gen recién 
secuenciado de una especie es altamente ortólogo con 
un gen de otra especie se presume que el gen codifica 
una proteína con la misma función en las dos especies. 
De este modo resulta posible deducir la función de los 
productos génicos (proteínas o moléculas de RNA) a 
partir de la secuencia genómica, sin necesidad de carac- 
terización bioquímica alguna de la proteína codificada. 
Un genoma anotado contiene, además de la secuencia 
del DNA, una descripción de la función probable de 
cada producto génico deducida a partir de las compara- 
ciones con otras secuencias genómicas con funciones 
proteicas establecidas. En ocasiones, la identificación 
de las rutas (conjuntos de enzimas) codificadas en un 
genoma, permite deducir a partir de la secuencia genó- 
mica las capacidades metabólicas de un organismo. 

Las diferencias secuenciales entre genes homólogos 
pueden utilizarse como una primera aproximación para 
medir el grado de divergencia evolutiva entre dos espe- 
cies, es decir, el tiempo transcurrido desde que su pre- 
cursor evolutivo común dio lugar a dos líneas con dife- 
rente camino evolutivo. A mayor número de diferencias 
secuenciales, mayor será el tiempo transcurrido desde 
la divergencia en su historia evolutiva. Es posible cons- 
truir una filogenia (o árbol evolutivo) donde la distancia 
evolutiva entre dos especies cualquiera se represente 
por su proximidad en el árbol correspondiente (se 
muestra un ejemplo en la Fig. 1-5). 

A lo largo de la evolución van apareciendo nuevas 
estructuras, procesos o mecanismos reguladores que 
reflejan los cambios en los genomas de los organismos en 
evolución. El genoma de un eucariota sencillo tal como 
la levadura debería poseer genes relacionados con la 
formación de la membrana nuclear, no presentes en bac- 
terias o arqueas. El genoma de un insecto contendrá 
genes que codifiquen proteínas involucradas en la espe- 
cificación de los segmentos corporales característicos de 
los insectos, unos genes que no se esperan en el genoma 
de la levadura. El genoma de todos los vertebrados debe 
contener genes que especifiquen el desarrollo de la 
columna vertebral, y los mamiferos deben poseer en 
exclusiva aquellos genes necesarios para el desarrollo de 
la placenta, una característica de los mamiferos. Y así 
sucesivamente. La comparación de genomas completos 
de diferentes especies de cada phylum está permitiendo 
la identificación de genes críticos para los cambios evo- 
lutivos fundamentales en el plan corporal y el desarrollo. 


La genómica funcional permite asignar genes a procesos 
celulares especificos 


Cuando la tarea de la secuenciación del genoma y de la 
asignación de funciones a cada uno de los genes ha con- 
chuido, los investigadores en genética molecular pueden 
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agrupar genes de acuerdo con los procesos en los que 
intervienen (síntesis del DNA, síntesis proteica, genera- 
ción de ATP, etc.) y deducir qué fracción del genoma 
está asignada a cada una de las actividades celulares. El 
conjunto más numeroso de genes de E. coli, A. thalita- 
na, y H. sapiens es el de los genes de función (todavía) 
desconocida y representa más del 40% en cada una de 
esas especies. Los transportadores de iones y pequeñas 
moléculas a través de las membranas plasmáticas supo- 
nen una importante proporción de genes en las tres 
especies, mayor en la bacteria y la planta que en el 
mamífero (el 10% de los -4.400 genes de E. coli, -8% 
de los -27.000 genes de A. thaliana y -4% de los 
-20.000 genes de H. sapiens). Los genes que codifican 
las proteínas y el RNA necesarios para la síntesis protei- 
ca representan entre el 3% y el 4% del genoma de E. 
coli, pero en las células más complejas de A. thaliana 
son necesarios más genes para dirigir las proteínas a su 
localización celular final que para la propia síntesis pro- 
teica (aproximadamente el 6% y el 2% del genoma, 
respectivamente). En general, cuanto más complejo es 
el organismo, mayor es la proporción de su genoma que 
codifica genes implicados en la regulación de procesos 
celulares y menor la proporción de los dedicados a los 
procesos básicos, o de “mantenimiento” tales como la 
generación de ATP y la síntesis de proteínas. Los genes 
constitutivos dedicados a estas funciones de manteni- 
miento, se expresan normalmente en cualquier condi- 
ción y no están sujetos a mucha regulación. 


Las comparaciones genómicas tienen una importancia 
cada vez mayor en la biología y medicina humanas 


Los genomas del chimpancé y del ser humano 
son idénticos en un 99,9% y, a pesar de ello, las 
diferencias entre las dos especies son muchas. Las rela- 
tivamente pocas diferencias en dotación genética deben 
explicar la posesión del lenguaje por parte de los huma- 
nos, las extraordinarias cualidades atléticas de los chim- 
pancés y muchísimas diferencias más. Las comparacio- 
nes genómicas hacen posible que los investigadores 
identifiquen genes asociados a las divergencias entre los 
programas de desarrollo de los seres humanos y de 
otros primates y con la aparición de funciones comple- 
jas tales como el lenguaje. La imagen resultante será 
tanto más nítida cuanto mayor sea el número de geno- 
mas de primates secuenciados y disponibles para su 
comparación con el genoma humano. 

De manera parecida, las diferencias en la dotación 
genética entre humanos son ínfimas en comparación 
con las diferencias entre humanos y chimpancés, aun- 
que estas diferencias explican la variedad entre indivi- 
duos —como por ejemplo, diferencias en la salud y en la 
susceptibilidad a las enfermedades crónicas. Todavía 
debemos aprender mucho acerca de la variabilidad 
secuencial entre humanos, y es prácticamente seguro 
que la disponibilidad de información genómica transfor- 
mará los conceptos del diagnóstico y el tratamiento 
médicos. Varios estudios masivos, llevados a cabo con el 
objeto de secuenciar genomas enteros de centenares de 
miles de personas con cáncer, diabetes de tipo 2, esqui- 
zofrenia y otras enfermedades, han permitido la identi- 
ficación de muchos genes en los que se correlacionan 
las mutaciones observadas con la enfermedad. Cada 
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uno de estos genes codifica una proteína susceptible, en 
principio, de convertirse en una diana terapéutica. 
Podemos esperar que los tratamientos paliativos den 
paso a remedios curativos en los casos de algunas enfer- 
medades genéticas y que se propongan medidas pre- 
ventivas cada vez más efectivas relacionadas con la 
susceptibilidad a enfermedades asociada con ciertos 
marcadores genéticos concretos. La “historia clínica” de 
hoy podría ser pronto reemplazada por un “pronóstico 
clínico”. 5 


RESUMEN 1.5 Fundamentos evolutivos 


E Ciertas mutaciones ocasionales en la herencia gené- 
tica dan lugar a organismos mejor adaptados a la super- 
vivencia y reproducción en un nicho ecológico determi- 
nado y a que su progenie domine la población de ese 
nicho. Este proceso de mutación y selección es la base 
de la evolución Darwiniana que ha resultado en los orga- 
nismos modernos a partir de una primera célula. El gran 
número de genes compartidos por todos los organismos 
vivos explica la similitud fundamental entre todos ellos. 
MW La vida apareció hace aproximadamente 3.500 
millones de años, probablemente gracias a la formación 
de un compartimiento rodeado de membrana que con- 
tenía moléculas de RNA capaces de autorreplicarse. Los 
componentes de la primera célula surgieron probable- 
mente cerca de respiraderos hidrotermales del fondo 
marino o como producto de la acción de las descargas 
eléctricas y las elevadas temperaturas sobre moléculas 
atmosféricas simples tales como CO, y NH,. 

E Las proteínas y el DNA, respectivamente, fueron 
reemplazando a lo largo del tiempo las funeiones catalí- 
tica y genética del genoma de RNA primigenio 

© Las células eucarióticas adquirieron la capacidad de 
llevar a cabo la fotosíntesis y la fosforilación oxidativa a 
partir de bacterias endosimbióticas. En los organismos 
multicelulares, líneas celulares diferenciadas se espe- 
cializan en una o más funciones esenciales para la 
supervivencia del organismo. 

M El conocimiento de las secuencias nucleotídicas 
genómicas completas de organismos de diferentes 
ramas del árbol filogenético proporciona datos sobre la 
evolución y ofrece enormes oportunidades a la medicina 
humana. 


E Términos clave 
Todos los términos en negrita están definidos en el glosario. 


metabolito 3 reacción endergónica 23 
núcleo 3 reacción exergónica 23 
genoma 3 equilibrio 25 
Eucariotas 3 variación de energía libre 
bacteria 5 estándar, AG” 26 
arquea 5 energía de activación, 
citoesqueleto 7 AG* 28 
esterevisómeros16 catabolismo 28 
configuración 16 anabolismo 29 


metabolismo 29 
biología de sistemas 29 


centro quiral 16 
conformación 19 


entropía, S 22 mutación 32 
entalpía, H 23 genes constitutivos 39 
variación de energía libre, 


AG 23 


E Problemas 


A continuación se proponen algunos problemas relacio- 
nados con el contenido del capítulo. (Para resolver los 
problemas del final del capítulo resulta de utilidad refe- 
rirse a las tablas que se encuentran en la contracubier- 
ta posterior). Cada problema recibe un título para 
facilitar su referencia y discusión. Recuerde que en los 
problemas numéricos las respuestas deben expresarse 
con el número adecuado de cifras significativas. En el 
Apéndice B se encuentran las soluciones abreviadas; 
las soluciones completas se publican en la Absolute 
Ultimate Study Guide to Accompany Principles of 
Biochemistry. 


1. El tamaño de las células y sus componentes 

(a) Si se pudiera hacer crecer una célula 10.000 veces 
(que es el típico aumento que se consigue con un microscopio 
electrónico), ¿qué tamaño tendría? Suponga que está obser- 
vando una célula eucariótica “típica” con un diámetro celular 
de 50 um. 

(b) Si esta célula fuera una célula muscular (miocito), 
¿cuántas moléculas de actina podría albergar? Suponga que la 
célula muscular es esférica y que no hay otros componentes 
presentes; las moléculas de actina son esféricas con un diáme- 
tro de 3,6 nm. (El volumen de una esfera es de 4/3777). 

(c) Si la célula fuera una célula hepática (hepatocito) de 
las mismas dimensiones, ¿cuántas mitocondrias podría conte- 
ner? Suponga que la célula es esférica, que no hay otros com- 
ponentes presentes y que la mitocondria es esférica con un 
diámetro de 1,5 ym. 

(d) La glucosa es el principal nutriente energético para la 
mayoría de las células. Suponiendo que está presente en con- 
centraciones de 1 mm (es decir, 1 milimoVL), calcule cuántas 
moléculas de glucosa estarían presentes en la hipotética (y 
esférica) célula eucariótica. (El número de Avogadro, el mú- 
mero de moléculas en un mol de una sustancia no ionizada es 
de 6,02 x 10%). 

(e) La hexoquinasa es un enzima importante en el meta- 
bolismo de la glucosa. Si la concentración de hexoquinasa en 
nuestra célula eucariota es de 20um ¿cuántas moléculas de 
glucosa estarán disponibles para ser metabolizadas por cada 
molécula de hexoquinasa? 


2. Componentes de E.coli Las células de E. coli tienen 
forma de varilla, con aproximadamente 2 um de longitud y 0,8 
um de diámetro. El volumen de un cilindro es de mr*h, donde 
h es la altura del cilindro. 

(a) Si la densidad media de E. coli (principalmente for- 
mada por agua) es de 1,1 x 10* g/L, ¿Cuál es la masa de una 
sola célula? 

(b) La cubierta protectora de E. coli tiene un grosor de 10 
nm. ¿Cuál es el porcentaje del volumen total de la bacteria 
ocupado por la cubierta? 

(c) E. coli es capaz de crecer y multiplicarse rápidamente 
gracias a la presencia de unos 15.000 ribosomas esféricos (diá- 
metro 18 nm) en cada célula, que llevan a cabo la síntesis de 
proteínas. ¿Cuál es el porcentaje del volumen celular total ocu- 
pado por los ribosomas? 


3. Información genética en el DNA de E. coli La infor- 
mación genética contenida en el DNA consiste en una secuen- 
cia lineal de unidades de codificación, denominadas codones. 
Cada codón es una secuencia específica de tres desoxirribo- 
nucleótidos (tres pares de desoxirribonucleótidos en el DNA 


de doble cadena), y cada codón codifica un único aminoácido 
en una proteína. La masa molecular de una molécula de DNA 
de E. coli es de aproximadamente 3,1 x 10° g/mol. La masa 
molecular media de un par de nucleótidos es de 660 g/mol, y 
cada nucleótido contribuye con 0,34 nm a la longitud del 
DNA. 

(a) Calcule la longitud de una molécula de DNA de E. coli. 
Compare la longitud de la molécula de DNA con las dimensio- 
nes reales de la célula (véase Problema 2). ¿Cómo puede caber 
la molécula de DNA en el interior de la célula? 

(b) Considere que la proteína promedio de E. coli tiene 
una cadena de 400 aminoácidos. ¿Cuál es el número máximo 
de proteínas que pueden ser codificadas por una molécula de 
DNA de E. coli? 


4. El elevado régimen del metabolismo bacteriano Las 
células bacterianas tienen un metabolismo mucho más rápido 
que las células animales. En condiciones ideales, algunas bac- 
terias multiplican su tamaño.por dos y se dividen en 20 min, 
mientras que la mayoría de células animales requieren 24 h en 
condiciones de crecimiento rápido. El elevado régimen del 
metabolismo bacteriano exige que la relación entre la superfi- 
cie celular y su volumen sea grande. 

(a) ¿Cuál es la razón de que la relación superficie-volumen 
tenga efecto sobre la velocidad del metabolismo? 

(b) Calcule la relación superficie-volumen para la bacteria 
esférica Neisseria gonorrhoeae (diámetro 0,5 ym), responsa- 
ble de la enfermedad denominada gonorrea. Compárela con la 
relación superficie-volumen de una ameba globular, una célula 
eucariótica de gran tamaño (150 pm de diámetro). El área de 
una esfera es 4rr”. 


5. Transporte axonal rápido Las neuronas poseen exten- 
siones largas y finas denominadas axones, estructuras espe- 
cializadas que conducen señales a través del sisterna nervioso 
del organismo. Algunas extensiones axonales pueden tener 
hasta 2 m; por ejemplo, los axones que se originan en la mé- 
dula espinal y terminan en los músculos de los dedos de los 
pies. Pequeñas vesículas recubiertas de membrana que 
transportan materiales esenciales para la función axonal se 
desplazan a lo largo de microtúbulos del citoesqueleto, desde 
el cuerpo de la célula hasta la punta de los axones. Si la velo- 
cidad media de una vesícula es de 1 pm/s, ¿cuánto tiempo 
tarda una vesícula en moverse desde el cuerpo celular en la 
médula espinal hasta la punta del axón en los dedos de los 
pies? 


6. La vitamina C sintética, ¿es tan buena como la natu- 
ral? Los productores de alimentos “sanos” insisten en que las 
vitaminas obtenidas de fuentes naturales son más saludables 
que las obtenidas por métodos sintéticos. Se dice, por ejemplo, 
que el ácido L-ascórbico puro (vitamina C) obtenido del esca- 
ramujo es mejor que el ácido 1-ascórbico puro obtenido en una 
planta química. ¿Son diferentes las dos vitaminas? ¿Puede el 
organismo distinguir la fuente de una vitamina? 


7. Identificación de grupos funcionales En las figuras 
1-16 y 1-17 se muestran algunos de los grupos funcionales 
más comunes de las biomoléculas. Es importante saberlos 
identificar, puesto que las actividades y las propiedades bioló- 
gicas de las biomoléculas están determinadas en gran parte 
por sus grupos funcionales. Identifique y nombre cada uno de 
los grupos funcionales que forman parte de los siguientes 
compuestos. 
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8. Actividad de fármacos y estereoquímica En 

ocasiones, las diferencias cuantitativas en la actividad 
biológica de dos enantiómeros de un compuesto son bastante 
grandes. Por ejemplo, el isómero D del fármaco isoprotenerol, 
utilizado en el tratamiento del asma leve, es entre 50 y 80 ve- 
ces más efectivo como broncodilatador que el isómero 1. Iden- 
tifique el centro quiral del isoprotenerol. ¿Cuál puede ser la . 
causa de que dos enantiómeros posean actividades biológicas 
tan radicalmente diferentes? 


PE 
ts Me a Mi 
HO H CH3 
Isoproterenol 


9. Separación de biomoléculas Al estudiar una biomoié- 
cula particular (una proteína, ácido nucleico, glúcido o lí- 
pido) en el laboratorio, el bioquímico necesita en primer 
lugar separarla del resto de biomoléculas de la muestra —es 
decir, purificarla. En capítulos posteriores se considerarán 
las técnicas específicas de purificación. Sin embargo, consi- 
derando simplemente las unidades monoméricas que consti- 
tuyen las biomoléculas, deberíamos tener algunas ideas sobre 
qué características de la molécula nos permitirían separarla 
de las otras moléculas, Por ejemplo, ¿cómo se podrían sepa- 
rar (a) aminoácidos de ácidos grasos y (b) nucleótidos de 
glucosa? 


10. ¿Una vida basada en el silicio? El silicio pertenece al 
mismo grupo de la tabla periódica que el carhono y, corno éste, 
puede formar hasta cuatro enlaces simples. Muchas historias 
de ciencia ficción se han basado en la premisa de una vida ba- 
sada en el silicio. ¿Sería esto posible? ¿Qué características del 
silicio lo hacen menos apto que el carbono para actuar como el 
elemento central organizador de la vida? Para responder a esta 
pregunta considere lo aprendido acerca de la versatilidad del 
enlace del carbono, además de consultar un libro de texto bá- 


sico de química inorgánica para averiguar las propiedades de 


enlace del silicio. 
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11. Acción farmacológica y estructura molecu- 
lar Hace algunos años dos compañías farmacéuticas 
comercializaron un fármaco bajo los nombres comerciales de 
Dexedrina y Benzedrina. La estructura del compuesto es la 


siguiente; 
j 
(a 


NH, 


Las propiedades físicas (análisis elemental de C, H y N, punto 
de fusión, solubilidad, etc.) de la Dexedrina y de la Benzedrina 
eran idénticas. La dosis oral recomendada de Dexedrina (que 
todavía se encuentra a la venta) era de 5 mg/día, pero la dosis 
recomendada de Benzedrina (retirada del mercado) era el do- 
ble. Aparentemente hacía falta mucha más Benzedrina que 
Dexedrina para conseguir la misma respuesta fisiológica. Ex- 
plique esta contradicción aparente. 


12. Componentes de biomoléculas complejas En la fi- 
gura 1-10 se muestran los principales componentes de biorno- 
léculas complejas. Identifique los constituyentes de cada una 
de las tres importantes biomoléculas que se muestran a conti- 
nuación (presentadas en sus formas ¡onizadas a pH fisiológico). 


(a) Guanosina trifosfato (GTP), un nucleótido rico en 
energía que sirve de precursor del RNA: 


MIA 
AAA 
NH H H H HHO CH 

y" 

5 

| 
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(c) Fosfatidilcolina., un componente habitual de las mem- 
branas: 


CH3 o” 
i 

—P—0— Ch H H 
CH, O 


di Tai dad 


13. Determinación de la estructura de una bio- 
molécula Se aisló una sustancia desconocida, X, a partir del 
músculo de conejo. La estructura de X se determinó a partir de 


A 
HC—O—E—(CHo)y —C=C=— (CH) CH 
[ 


los siguientes experimentos y observaciones. El análisis cuanti- 
tativo demostró que X se componía exclusivamente de C, H y 
O. Se oxidó completamente una muestra de X de peso cono- 
cido y se midieron las cantidades de H,O y CO, producidas. A 
partir de este análisis cuantitativo, se llegó a la conclusión de 
que X contenía un 40,00% de C, un 6,71% de H y un 53,29% de 
O en peso. Se determinó la masa molecular de X por espectro- 
metría de masas, y resultó ser de 90,00 u (unidades de masa 
atómica; véase Recuadro 1-1). La espectroscopia de infrarrojo 
demostró que X contenía un enlace doble. X se disolvía fácil- 
mente en agua dando una disolución ácida; la disolución mos- 
tró actividad óptica al ser analizada con un polarímetro. 

(a) Determine las fórmulas empírica y molecular de X. 

(b) Dibuje las posibles estructuras de X que sean con- 
gruentes con la fórmula molecular y contengan un doble en- 
jace. Considere solamente estructuras lineales o ramificadas y 
no estructuras cíclicas. Recuerde que los enlaces del oxígeno 
consigo mismo son poco estables. 

(c) ¿Cuál es el significado estructural de la actividad óp- 
tica observada? ¿Qué estructuras de (b) son consistentes con 
esta observación? 

(d) ¿Cuál es el significado estructural de la observación 
acerca del carácter acídico de una disolución de X? ¿Qué es- 
tructuras de (b) son consistentes con esta observación? 

(e) ¿Cuál es la estructura de X? ¿Existe más de una es- 
tructura consistente con todos los datos aportados? 


14. Dando nombres a estereoisómeros con un carbono 
quiral usando el sistema RS El propranolol es una com- 
puesto quiral. El (R)-propranolol es usado corno anticoncep- 
tivo; el (5)-propranolol se usa para tratar la hipertensión. 
Identifique el carbono quiral de la estructura representada. ¿Se 
trata del isómero (F) o del isómero (5)? Dibuje el otro isómero, 


Er 


15. Dando nombres a estereoisómeros con dos carbonos 
quirales usando el sistema RS El isómero (R, R} del metil- 
fenidato (Ritalin) se usa para tratar el trastorno de hiperacti- 
vidad por déficit de atención (TDAH). El isómero (S, S) es un 
antidepresivo. Identifique los dos carbonos quirales de la es- 
tructura representada. ¿Se trata del isómero (R, R) o del isó- 
mero (5, S)? Dibuje el otro isómero. 


El Problema de análisis de datos 


16. Interacción de compuestos de sabor dulce con recep- 
tores del gusto Muchos compuestos tienen sabor dulce. El 
sabor dulce se percibe cuando una molécula se une a un recep- 
tor dulce, un tipo de receptor gustativo, en la superficie de 
ciertas células linguales. Cuanto más fuerte sea la unión, menor 
será la concentración necesaria para saturar el receptor y más 
dulce será el sabor percibido a partir de una concentración 
determinada de esa sustancia. La variación de la energía libre 


estándar, AG”, de la reacción de unión de la molécula dulce a su 
receptor se puede medir en kilojoules o kilocalorías por mol, 

El sabor dulce se puede cuantificar en unidades de “dulzor 
molar relativo” (MRS, según sus siglas en inglés), que compara el 
dulzor de una sustancia con respecto al de la sacarosa. La saca- 
rina, por ejemplo, tiene una MRS de 161, lo que significa que la 
sacarina es 161 veces más dulce que la sacarosa. En términos 
prácticos, esto se mide en base a la percepción del grado de dul- 
zor que tienen personas voluntarias cuando prueban disolucio- 
nes de cada compuesto a diversas concentraciones. La sacarosa 
y la sacarina saben igualmente dulces cuando la primera está a 
una concentración 161 veces mayor que la segunda. 

(a) ¿Cuál es la relación entre MRS y la AG”? de la reacción 
de unión? De modo más concreto, ¿Correspondería una AG? 
más negativa a un valor mayor o menor de MRS? Explique su 
razonamiento. 

Se muestran a continuación las estructuras de 10 com- 
puestos que tienen sabor dulce para el ser humano. En cada 
caso se expresan los valores de MRS y de AG? de unión al re- 
ceptor dulce respectivo. 


H OH 
HO HO H 
H H O .OH 
HO 7 OH `o OH 
OH H 
Desoxisacarosa 


MRS = 0,95 
AG” = —6,67 kcal/mol 


H OH 
HO HO H 
HO O .OH 
HO A 
M H ^o OH 
OH H 


Sacarosa 
MRS = 1 
AG” = —-6,7 kcal/mol 


| NH) 


D-Triptófano 
MRS = 21 
AG” = -8,5 kcal/mol 


O 
ï 
NH 


O 


Sacarina 
MRS = 161 


AG” = --9,7 kcal/mol 


NH, O 
H 
ON Yo 
O ? 9 
CH, 


Aspartame 
MRS = 172 
AG? = -9,7 kcal/mol 
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NH3 


N 
CI H 


6-Cloro- o-triptófano 
MRS = 906 
AG? = -10,7 kcal/mol 


NH, O 
N N 
S E OH 
Ô O 


Alitame 
MRS = 1937 
AG? = —11,1 kcal/ 


CH; 


Neotame 
MRS = 11,057 
AG” = —12,1 kcal/mol 


Br OH 
HO Br H 
HO H O -Br 
HO OH `o Br 
H OH y, 


Tetrabromosacarosa 
MRS = 13.012 


AG” = --12,2 kcal/mol 


H 
¿N—CgH 


H 
Nk 
ON ge 
HO 


Ácido sucrónico 
MRS = 200.000 
AG” = -13,8 kcal/mo! 


Morini, Bassoli y Temussi (2005) usaron métodos compu- 
tacionales (descritos a menudo como métodos “in silico”) para 
modelar la unión de moléculas dulces al receptor dulce. 

(b) ¿Por qué son útiles los modelos de ordenador para 
predecir el dulzor de las moléculas en lugar de los ensayos de 
sabor en humanos o en animales? 

En un trabajo previo, Schallenberger y Acree (1967) ha- 
bían sugerido que todas las moléculas dulces poseían un grupo 
estructural “AH-B” en el que “A y B son átomos electronegati- 
vos separados por una distancia superior a 2,5 Á [0,25 nm] 
pero menor que 4 Á [0,4 run]. H es un átomo de hidrógeno 
unido a uno de los átomos electronegativos por un enlace co- 
valente”. 

(c) Dado que la longitud de un enlace simple “típico” es de 
aproximadamente 0,15 run, identifique el o los grupos AH-B en 
cada una de las moléculas anteriores. 
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(d) En base a sus conclusiones en el ejercicio (c), enuncie 
dos objeciones a la frase “las moléculas que contienen un 
grupo AH-B tienen sabor dulce.” 

(e) El modelo AH-B se puede usar con dos de las molécu- 
las mostradas para explicar las diferencias de MRS y AG”. 
¿Cuáles son esas dos moléculas y cómo las emplearía para jus- 
tificar el modelo AH-B? 

(f) Varias de las moléculas tienen estructuras muy pareci- 
das pero valores muy diferentes de MRS y AG”. Dé dos ejem- 
plos y utilícelos para demostrar que el modelo AH-B no es 
capaz de explicar las diferencias observadas en dulzor, 

En su modelado por computador, Morini y colaboradores usa- 
ron la estructura tridimensional del receptor dulce y un pro- 
grama de dinámica molecular lamado GRAMM para predecir 
la AG” de la unión de las moléculas al receptor. En primer lu- 
gar “entrenaron” su modelo, es decir, refinaron los paráme- 
tros con el fin de que los valores de AG”? predichos por el 
modelo coincidieran con los valores conocidos de AG” para un 
grupo de moléculas (el “grupo de entrenamiento”). A conti- 


nuación “ensayaron” el modelo haciendo que predijera los 
valores de AG? para un nuevo grupo de moléculas (el “grupo 
prueba”). 

(g) ¿Por qué necesitaron Morini y colaboradores ensayar 
su modelo frente a un grupo de moléculas diferente del grupo 
con el que fue entrenado? 

(h) Los investigadores hallaron que los valores predichos 
de AG” para el grupo de prueba diferían de los valores reales 
una media de 1,3 kcal/mol. Usando los valores dados con las 
estructuras anteriores, estime el error resultante en los valo- 
res de MRS. 
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vida: sí, es posible investigar, analizar y compren- 

der la vida. Para empezar, todo estudiante de bio- 
química necesita un lenguaje y algunos fundamentos 
básicos; son los que se ven en la Parte 1. 

Los capítulos de la Parte I se dedican a la estructu- 
ra y función de las principales clases de componentes 
celulares: el agua (Capítulo 2), los aminoácidos y las 
proteínas (Capítulos 3 a 6), los azúcares y los polisa- 
cáridos (Capítulo 7), los nucleótidos y los ácidos 
nucleicos (Capítulo 8), los ácidos grasos y los lípidos 
(Capítulo 10) y, finalmente, las membranas y las proteí- 
nas señalizadoras de membrana (Capítulos 11 y 12). 
También trataremos, en el contexto de estructura y 
función, las tecnologías empleadas para estudiar cada 
clase de biomoléculas. Se dedica un capítulo entero 
(Capítulo 9) a las biotecnologías asociadas con el clona- 
je y la genómica. 

El Capítulo 2 se inicia con el agua porque sus pro- 
piedades afectan la estructura y la función de todos los 
demás constituyentes celulares. Para cada clase de 
molécula orgánica estudiaremos en primer lugar la 
estructura covalente de sus unidades monoméricas 
(aminoácidos, monosacáridos, nucleótidos y ácidos gra- 
sos) para pasar luego a describir las estructuras de las 
macromoléculas y complejos supramoleculares deriva- 
dos de ellas. Un aspecto constantemente presente es 
que las macromoléculas poliméricas de los sistemas 
vivos, aunque de gran tamaño, son entidades químicas 


| | a bioquímica no es otra cosa que la química de la 
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muy ordenadas con secuencias específicas de las subu- 
nidades monoméricas, lo que da lugar a estructuras y 
funciones discretas. Este aspecto fundamental se puede 
descomponer en tres principios interrelacionados: (1) 
la estructura única de cada macromolécula determina 
su función; (2) las interacciones no covalentes tienen 
un papel crítico en la estructura y, por tanto, en la fun- 
ción de las macromoléculas; y (3) las subunidades 
monoméricas en las macromoléculas poliméricas están 
dispuestas según secuencias específicas, lo que repre- 
senta una forma de información de la que depende el 
estado vivo ordenado. 

La relación entre estructura y función es especial- 
mente evidente en las proteínas, que muestran una 
extraordinaria diversidad de funciones. Una secuencia 
polimérica de aminoácidos produce una estructura 
fibrosa resistente como la que se encuentra en el cabe- 
llo y en la lana; otra secuencia da lugar a una proteína 
que transporta oxígeno en la sangre; una tercera se une 
a otras proteínas y cataliza la rotura de los enlaces entre 
sus aminoácidos. De modo parecido se pueden enten- 
der las funciones especiales de los polisacáridos, ácidos 
nucleicos y lípidos como la consecuencia directa de su 
estructura química, con sus subunidades monoméricas 
características unidas de manera precisa para formar 
polímeros funcionales. Los azúcares enlazados entre sí 
se transforman en almacenes de energía, en fibras 
estructurales y en puntos de reconocimiento molecular 
específico; los nucleótidos encadenados en el DNA o 
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RNA contienen las instrucciones para la construcción 
de un organismo completo; y los lípidos agregados for- 
man las membranas. En el Capítulo 12 se unifica la dis- 
cusión sobre las funciones de las biomoléculas, descri- 
biendo la manera en que los sistemas de señalización 
específicos regulan las actividades de las biomoléculas 
dentro de una célula, dentro de un órgano y entre órga- 
nos, para mantener un organismo en homeostasis. 

A medida que pasamos de unidades monoméricas a 
polímeros cada vez mayores, el énfasis en los aspectos 
químicos se desplaza desde los enlaces covalentes a las 
interacciones no covalentes. Los enlaces covalentes, 
tanto a nivel monomérico como macromolecular, impo- 
nen restricciones sobre la forma adoptada por las bio- 
moléculas grandes. Sin embargo, las numerosas interac- 
ciones no covalentes determinan la conformación nativa 
estable de las moléculas grandes a la vez que permiten 
la flexibilidad necesaria para su función biológica. Como 
se expone más adelante, las interacciones no covalentes 
son esenciales para que los enzimas manifiesten su 
poder catalítico, para la interacción específica de los 
pares de bases complementarias en los ácidos nuclei- 
cos, y el ordenamiento y propiedades de los lípidos en 


las membranas. El principio de que las secuencias de 
unidades monoméricas son ricas en información apare- 
ce de manera clara en la discusión de los ácidos nuclei- 
cos (Capítulo 8). No obstante, las proteínas y algunos 
polímeros cortos de azúcares (oligosacáridos) también 
son moléculas ricas en información. La secuencia de 
aminoácidos es una forma de información que dirige el 
plegamiento de la proteína hacia su estructura tridi- 
mensional única y, en último término, determina la 
función de la misma. Algunos oligosacáridos también 
tienen secuencias y estructuras tridimensionales únicas 
que pueden ser reconocidas por otras macromoléculas. 

Cada clase de moléculas tiene una jerarquía estruc- 
tural similar: subunidades de estructura determinada se 
conectan mediante enlaces de flexibilidad limitada for- 
mando macromoléculas de estructura tridimensional 
determinada por interacciones no covalentes. Estas 
macromoléculas interaccionan a su vez para formar las 
estructuras supramoleculares y los orgánulos que per- 
miten a una célula llevar a cabo sus numerosas funcio- 
nes metabólicas. En su conjunto las moléculas descritas 
en la Parte I son el material del que está hecha la vida. 
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l agua es la sustancia más abundante en los siste- 
mas vivos y constituye el 70% o más del peso de la 
mayoría de organismos. Sin duda los primeros 
organismos vivos aparecieron en un entorno acuoso, y 
el curso de la evolución ha sido moldeado por las pro- 
piedades del medio acuoso en que se inició la vida. 
Este capítulo se inicia con la descripción de las 
propiedades físicas y químicas del agua, a las que se 
adaptan todas las características de la estructura y fun- 
ción celulares. Las fuerzas de atracción entre las molé- 
culas de agua y la débil tendencia del agua a ¡onizarse 
tienen una importancia crucial para la estructura y 
función de las biomoléculas. Trataremos el tema de la 
ionización en términos de constantes de equilibrio, pH 
y curvas de titulación y consideraremos la forma en la 
que las disoluciones acuosas de ácidos o bases débiles 
y de sus sales actúan como tampones contra los cam- 
bios de pH en los sistemas biológicos. La molécula de 
agua y sus productos de ionización, H* y OH”, influyen 
de manera profunda sobre la estructura, autoensambla- 
je y propiedades de los componentes celulares, inclu- 
yendo proteínas, ácidos nucleicos y lípidos. Las interac- 
ciones no covalentes responsables de la fuerza y de la 
especificidad de “reconocimiento” entre las biomolécu- 
las están influidas de manera decisiva por las propieda- 
des disolventes del agua, entre las que se cuenta su 
capacidad para formar enlaces de hidrógeno consigo 
misma y con los solutos. 


2.1 Interacciones débiles 
en los sistemas acuosos 


Los enlaces de hidrógeno entre moléculas de agua pro- 
porcionan las fuerzas de cohesión que hacen que el agua 
sea líquida a temperatura ambiente y sólida cristalina 
(hielo), con sus moléculas altamente ordenadas, a tem- 
peraturas bajas. Las biomoléculas polares se disuelven 
fácilmente en el agua porque pueden reemplazar las 
interacciones agua-agua por interacciones agua-soluto 
energéticamente más favorables. Por el contrario, las 
biomoléculas apolares son muy poco solubles en agua 
porque interfieren en las interacciones agua-agua pero 
no son capaces de formar interacciones agua-soluto. En 
disoluciones acuosas, las moléculas apolares tienden a 
agruparse entre sí. Los enlaces iónicos y de hidrógeno, 
las interacciones hidrofóbicas (del griego, “temor al 
agua”) y de van der Waals son individualmente débiles, 
pero colectivamente tienen una influencia muy significa- 
tiva sobre la estructura tridimensional de las proteínas, 
ácidos nucleicos, polisacáridos y lípidos de membrana. 


Los enlaces de hidrógeno le confieren al agua 
sus propiedades extraordinarias 


El agua tiene un punto de fusión, un punto de ebulli- 
ción y un calor de vaporización más elevado que la 
mayoría de disolventes comunes (Tabla 2-1). Estas 
propiedades extraordinarias del agua son consecuencia 
de la atracción entre moléculas de agua adyacentes, lo 
que confiere al agua líquida una gran cohesión interna. 
Un vistazo a la estructura electrónica de la molécula de 
H,O permite deducir la causa de estas atracciones 
intermoleculares. 

Cada átomo de hidrógeno de una molécula de agua 
comparte un par electrónico con el átomo de oxígeno 
central. La geometría de la molécula está dictada por las 
formas de los orbitales electrónicos externos del átomo 
de oxígeno, que son similares a los orbitales de enlace 
del carbono sp* (véase la Fig. 1-16). Estos orbitales 
describen aproximadamente un tetraedro, con un átomo 
de hidrógeno en dos de los vértices y pares de electro- 
nes sin compartir en los otros dos (Fig. 2-1a). El ángu- 
lo del enlace H—O—H es de 104,5”, ligeramente menos 
que los 109,5” de un tetraedro perfecto a causa de la 
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TABLA 2-1 


Punto 
de fusión (°C) 


Agua 


| Metanol -98 
| Etanol -117 
Propanol -127 
Butanol -90 
Acetona -95 
Hexano -98 
Benceno 6 
Butano -135 


Cloroformo 


Punto de fusión, punto de ebullición y calor de vaporización de algunos disolventes comunes 


e — Ann 


Punto Calor 
de ebullición (*C) de vaporización {1/9} 


“Energía calórica necesaria para convertir 1,0 g de un líquido en su punto de ebullición y a presión atmosférica en su estado gaseoso a la misma 
temperatura. Es una medida directa de la energía requerida para superar las fuerzas de atracción entre moléculas en ta fase líquida. 


compresión causada por los orbitales no enlazantes del 
átomo de oxígeno, 

El núcleo del oxígeno atrae electrones más fuerte- 
mente que el núcleo del hidrógeno (un protón); es 
decir, el oxígeno es más electronegativo. Esto significa 
que los electrones compartidos se sitúan con mayor 
frecuencia cerca del átomo del oxígeno que del de 


hidrógeno. El resultado de esta forma desigual de com- 


partir los electrones es la formación de dos dipolos 
eléctricos en la molécula de agua, a lo largo de cada uno 
de los enlaces H—O; cada hidrógeno es portador de una 
carga positiva parcial (6+) y el átomo de oxígeno es 
portador de una carga negativa parcial igual a la suma 
de las dos cargas positivas parciales (2 -). Como resul- 
tado de ello, existe una atracción electrostática entre el 
átomo de oxígeno de una molécula de agua y el hidróge- 
no de otra (Fig. 2-1b), que se denomina enlace de 
hidrógeno. A lo largo de este libro, representaremos 


$+ 104,5” B+ 
Es 
&— 
pel Enlace de hidrógeno 
~. 
0,177 nm 
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Enlace covalente 
0,0965 nm 


$- 


(b) 


FIGURA 2-1 Estructura de la molécula de agua. La naturaleza dipolar 
de la molécula de H,O se muestra en un modelo de bolas y varillas. Las 
líneas a trazos representan los orbitales no enlazantes. Existe un ordena- 
miento casi tetraédrico de los pares de electrones de la capa externa 
alrededor del átomo de oxígeno; los dos átomos de hidrógeno tienen 
cargas parciales positivas localizadas (5+) y el átomo de oxígeno tiene 
una carga parcial negativa (5-). (b) Dos moléculas de H,O unidas por un 
enlace de hidrógeno (simbolizado aquí y a lo largo de este libro 
—ecíante tres líneas azules) entre el átomo de oxigeno ve la molécula 
szaro y un átomo de hidrógeno de la inferior. Los enlaces de hidró- 
272307 más largos y más débiles que los enlaces O—H covalentes 


los enlaces de hidrógeno mediante tres líneas paralelas 
de color azul, como en la Figura 2-1b. 

Los enlaces de hidrógeno son relativamente débi- 
les. Los que se encuentran en agua líquida tienen una 
energía de disociación de enlace (la energía reque- 
rida para romper un enlace) de aproximadamente 23 
kJ/mol, en comparación con los 470 kJ/mol del enlace 
covalente O—H en el agua o los 348 kJ/mol del enlace 
covalente C—C. El enlace de hidrógeno es aproximada- 
mente 10% covalente, a causa del solapamiento de los 
orbitales enlazantes, y 90% electrostático. A temperatu- 
ra ambiente, la energía térmica de una disolución acuo- 
sa (la energía cinética del movimiento de los átomos y 
moléculas individuales) es del mismo orden de magni- 
tud que la necesaria para romper los enlaces de hidró- 
geno. Cuando se caliente el agua, el incremento de 
temperatura es un reflejo del movimiento más rápido de 
las moléculas individuales del agua. En cualquier 
momento, la mayoría de moléculas en el agua líquida 
están unidas por enlaces de hidrógeno, pero el tiempo 
de vida de cada uno de ellos es tan sólo de entre 1 a 20 
picosegundos (1 ps = 10-12 s); al romperse un enlace de 
hidrógeno se forma otro, con la misma molécula o con 
otra, en el lapso de 0,1 ps. Se usa el término “agrupacio- 
nes fluctuantes” (“flickering clusters”) para referirse a 
las agrupaciones de corta duración de moléculas de 
agua unidas por enlaces de hidrógeno en fase líquida. La 
suma de todos los enlaces de hidrógeno entre moléculas 
de H,O confiere gran cohesión interna al agua líquida. 
Las redes de moléculas de agua unidas por enlaces de 
hidrógeno forman también puentes de conexión entre 
solutos (proteínas y ácidos nucleicos, por ejemplo) que 
permiten que las moléculas de mayor tamaño interac- 
cionen entre ellas a través de distancias de varios nanó- 
metros sin necesidad de entrar en contacto físico. 

El ordenamiento casi tetraédrico de los orbitales 
alrededor del átomo de oxígeno (Fig. 2-la) permite 
que cada molécula de agua forme enlaces de hidrógeno 
con hasta cuatro moléculas de agua vecinas. Sin 
embargo, en el agua líquida a temperatura ambiente y 
presión atmosférica, las moléculas de agua están des- 
organizadas y en movimiento continuo, de forma que 
cada molécula forma enlaces de hidrógeno con un pro- 
medio de otras 3,4 moléculas solamente. Por el contra- 


FIGURA 2-2 Enlaces de hidrógeno en el hielo. En el hielo, cada molé- 
cula de agua forma cuatro enlaces de hidrógeno, el máximo posible para 
una moiécula de agua, y se crea una red cristalina regular. Por el contra- 
rio, en el agua líquida a temperatura ambiente y presión atmosférica 
cada molécula de agua forma enlaces de hidrógeno con otras 3,4 molé- 
culas de agua en promedio. Esta estructura de red cristalina hace que el 
hielo sea menos denso que el agua líquida y por eso flota en ella, 


rio, en el hielo, cada molécula de agua está fija en el 
espacio y forma enlaces de hidrógeno con un comple- 
mento completo de otras cuatro moléculas de agua 
formando una estructura reticular regular (Fig. 2-2). 
Los enlaces de hidrógeno son responsables del relati- 
vamente elevado punto de fusión del agua puesto que 
se requiere mucha energía térmica para romper un 
número de enlaces de hidrógeno suficiente para deses- 
tabilizar la retícula cristalina del hielo (Tabla 2-1). 
Cuando se funde el hielo o se evapora el agua, se absor- 
be calor por parte del sistema: 


H,O (sólido) — H,O (líquido) AH = +5,9 kJ/mol 
H,O (líquido) — H,O (gas) AH = +44,0 kJ/mol 


Durante la fusión o la evaporación aumenta la 
entropía del sistema acuoso a medida que conjuntos 
altamente ordenados de moléculas de agua en el hielo 
se relajan para dar paso a los conjuntos de enlaces de 
hidrógeno menos ordenados del agua líquida o a las 
moléculas totalmente desordenadas de agua en el esta- 
do gaseoso. A temperatura ambiente, tanto la fusión del 
hielo como la evaporación del agua se dan espontánea- 
mente; la tendencia de las moléculas de agua a asociar- 
se mediante enlaces de hidrógeno es superada por el 
empuje energético hacia el desorden. Recuerde que el 
cambio de energía libre (AG) ha de tener un valor nega- 
tivo para que un proceso se produzca de forma espon- 
tánea: AG = AH — TAS, donde AG representa la fuerza 
impulsora, AH el cambio de entalpía relacionado con la 
rotura y formación de enlaces y AS la variación en el 
grado de desorden. Dado que el valor de AH es positivo 
para la fusión y la evaporación, resulta claro que es el 
aumento de entropía (AS) el que hace que AG sea nega- 
tiva e impulsa estas transformaciones. 
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FIGURA 2-3 Tipos comunes de enlaces de hidrógeno en los siste- 
mas biológicos. El aceptor de hidrógeno es usualmente el oxígeno o el 
nitrógeno; el dador de hidrógeno es otro átomo electronegativo. 


El agua forma enlaces de hidrógeno 
con los solutos polares 


Los enlaces de hidrógeno no son exclusivos del agua. Se 
forman fácilmente entre un átomo electronegativo (el 
aceptor de hidrógeno, normalmente oxígeno o nitróge- 
no) y un átomo de hidrógeno unido covalentemente a 
otro átomo electronegativo (el dador de hidrógeno) en la 
misma o en otra molécula (Fig. 2-3). Los átomos de 
hidrógeno unidos covalentemente a átomos de carbono 
no participan en enlaces de hidrógeno, puesto que el 
carbono es tan sólo ligeramente más electronegativo que 
el hidrógeno y, por tanto, el enlace C—H es sólo muy 
débilmente polar. Esta diferencia explica por qué el buta- 
no (CH, (CH,),CH) tiene un punto de ebullición de sola- 
mente -0,5C, mientras que el butanol (CH,(CH,),CH,0H) 
tiene un punto de ebullición relativamente alto de 117°C. 
El butanol tiene un grupo hidroxilo polar, por lo que 
puede formar enlaces de hidrógeno intermoleculares. Las 
biomoléculas no cargadas pero polares tales como los 
azúcares se disuelven fácilmente en el agua debido al 
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FIGURA 2-4 Algunos enlaces de hidrógeno de importan- 
cia biológica. 
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FIGURA 2-5 Direccionalidad del enlace de hidrógeno. La atracción 
entre las cargas eléctricas parciales (véase la Fig. 2-1) es máxima cuando 
los tres átomos implicados (en este caso O, H y O) se hallan en linea 
recta. Cuando los grupos unidos por enlace de hidrógeno sufren restric- 
ciones estructurales (como por ejemplo cuando forman parte de una 
única molécula de proteína), esta geometría ideaí puede no ser posible y 
el enlace de hidrógeno resultante es más débil. 


efecto estabilizador de los enlaces de hidrógeno que se 
forman entre los grupos hidroxilo o el oxígeno carboníli- 
co del azúcar y las moléculas polares de agua. Los alco- 
holes, aldehídos, cetonas y los compuestos que contienen 
enlaces N—H forman enlaces de hidrógeno con las molé- 
culas de agua (Fig. 2-4) y tienden a ser solubles en agua. 
Los enlaces de hidrógeno son más fuertes cuando 
las moléculas unidas están orientadas de forma que la 
interacción electrostática sea máxima, lo que tiene 
lugar cuando el átomo de hidrógeno y los dos átomos 
que lo comparten se encuentran en línea recta, esto es, 
cuando el átomo aceptor está alineado con el enlace 
covalente entre el átomo dador y el H (Fig. 2-5). Esta 
disposición sitúa la carga positiva del ion hidrógeno 
directamente entre las dos cargas parciales negativas. 
Los enlaces de hidrógeno tienen pues un carácter alta- 
mente direccional y son capaces de mantener dos molé- 
culas o grupos unidos por enlace de hidrógeno en una 
disposición geométrica específica. Veremos más adelan- 
te que esta propiedad de los enlaces de hidrógeno con- 
fiere estructuras tridimensionales muy precisas a molé- 
culas de proteínas y ácidos nucleicos en las que existen 
muchos enlaces de hidrógeno intramoleculares. 


TABLA 2-2 


El agua interacciona electrostáticamente 
con los solutos cargados 


El agua es un disolvente polar. Disuelve fácilmente la 
mayoría de biomoléculas, que generalmente son com- 
puestos cargados o polares (Tabla 2-2); los compuestos 
que se disuelven fácilmente en el agua son hidrofílicos 
(del griego, “atraído por el agua”). Por el contrario, los 
disolventes apolares tales como el cloroformo y el ben- 
ceno son malos disolventes de las biomoléculas polares, 
pero disuelven fácilmente las que son hidrofóbicas, 
moléculas apolares tales como los lípidos y las ceras. 

El agua disuelve sales, tales como el NaCl, mediante 
la hidratación y estabilización de los iones Nat y CF, 
debilitando las interacciones electrostáticas entre ellos 
y contrarrestando así su tendencia a asociarse en una 
red cristalina (Fig. 2-6). El agua también disuelve fácil- 
mente biomoléculas cargadas, como por ejemplo com- 
puestos con grupos funcionales tales como los ácidos 
carboxílicos ionizados (—C00-), aminas protonadas 
(—NH,) y ésteres o anhídridos fosfóricos. El agua 
reemplaza los enlaces de hidrógeno soluto-soluto que 
mantienen esas biomoléculas unidas por enlaces de 
hidrógeno soluto-agua, apantallando así las interaccio- 
nes electrostáticas entre moléculas del soluto. 

El agua apantalla de manera efectiva las interaccio- 
nes electrostáticas entre iones disueltos a causa de su 
elevada constante dieléctrica, una propiedad física que 
refleja el número de dipolos en un disolvente. La inten- 
sidad o fuerza (F), de las interacciones iónicas en una 
disolución depende de la magnitud de las cargas (Q), la 
distancia entre los grupos cargados (r), y la constante 
dieléctrica (e, sin dimensiones) del disolvente en el que 
tienen lugar las interacciones: 


QQ: 


F = > 


er” 


Algunos ejemplos de biomoléculas polares, apolares y anfipáticas 


(Mostradas en forma iónica a pH 7) 
Apolares 


- Polares 


Cera típica 


Glucosa 


Glicina 


Aspartato 


Lactato 


Glicerol 


proa] Grupos polares EN Grupos apolares 


Para el agua a 25°C, e es 78,5 mientras que para el 
benceno, que es un disolvente muy apolar, e vale 4,6. 
Así, las interacciones 'iónicas entre iones disueltos son 
mucho más fuertes en los ambientes menos polares. La 
dependencia respecto a r2 hace que las atracciones o 
repulsiones iónicas operen sólo a distancias muy cortas, 
del orden de 10 a 40 nm (dependiendo de la concentra- 
ción de electrolito) cuando el disolvente es el agua. 


La entropía aumenta cuando se disuelve 
una sustancia cristalina 


A medida que una sal tal como el NaCl se disuelve, los 
iones Nat y Cl” que abandonan la red cristalina EA 


en el sistema es el principal responsable-de€ ) 
con la que se disuelven en agua sales tales como el NaCl. 
En términos termodinámicos, la disolución tiene lugar 
con un cambio favorable en la energía libre: AG = AH — 
TAS, donde AH tiene un valor positivo pequeño y TAS un 
valor positivo alto, de forma que AG es negativo. 


Los gases apolares son poco solubles en agua 


Las moléculas de los gases biológicamente importantes 
tales como el CO,, O, y N,, son apolares. En el O, y N, 
ambos átomos comparten los electrones en la misma 
proporción. En el CO,, cada enlace C=0 es polar, pero 


TABLA 2-3 


Solubilidad de algunos gases en a 
Gas Estructura” 
Nitrógeno N=N 
Oxígeno 0=0 
Dióxido de carbono b- b- 
O=C==0 
Amoníaco An | 
N 3- 
Sulfuro de hidrógeno A Pa | 
S b- 


aa o A 


Observe la orientación 
ordenada de las 
moléculas de agua 
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FIGURA 2-6 El agua como disolvente. El agua 
disuelve muchas sales cristalinas hicratando los iones 
que las componen, La red cristalina del NaC! se destruye 
a medida que moléculas de agua se agrupan alrededor 
de los iones CF y Na”. Las cargas ¡ónicas están parcial- 
mente neutralizadas y se debilitan las atracciones elec- 
trostáticas necesarias para la formación de la red. 


lan CI 
hidratado 


lon Na* 
hidratado 


los dos dipolos están dirigidos de manera opuesta, con 
lo que se anulan entre sí (Tabla 2-3). El movimiento de 
estas moléculas desde la fase gaseosa desordenada a la 
fase acuosa restringe su movimiento y el movimiento de 
las moléculas de agua y representa, por tanto, un des- 
censo de entropía. La naturaleza apolar de estos gases y- 
la disminución de entropía cuando se introducen en la 
disolución hacen que sean muy poco solubles en agua 
(Tabla 2-3). Algunos organismos contienen “proteínas 
transportadoras” hidrosolubles (hemoglobina y mioglo- 
bina, por ejemplo) que facilitan el transporte del O,. El 
dióxido de carbono forma ácido carbónico (H,C0,) en 
disolución acuosa y es transportado en forma de ion 
bicarbonato (HCO;), ya sea en forma libre, el bicarbona- 
to es muy soluble en agua (-100g/L a 25°C), o unido a 
ina. Otros tres gases, NH,, NO y H,S, también . 
peles biológicos en algunos organismos; éstos 
son gases polares que se disuelven fácilmente en el agua 
y se ionizan en disolución acuosa. 


Los compuestos apolares fuerzan cambios 
energéticamente desfavorables en la estructura del agua 


Cuando se mezcla el agua con benceno o hexano, se 
forman dos fases; ninguno de los dos líquidos es soluble 
en el otro. Los compuestos apolares tales como el ben- 
ceno y el hexano son hidrofóbicos, es decir, son incapa- 
ces de experimentar interacciones energéticamente 
favorables con las moléculas de agua y, de hecho, inter- 


Polaridad Solubilidad en agua (9/1)* 
Apolar 0,018 (40 °C) 
Apolar 0,035 (50 °C} 
Apolar 0,97 (45°C) 
Polar 900 (10°C) 
Polar 1,880 (40%) 


«Las flechas representan dipolos eléctricos; existe una carga negativa parcial (6-) en la punta de la flecha y una carga parcial positiva (5+; no 


mostrada aquí) en la cola. 


"Obsérvese que las moléculas polares se disuelven, incluso a bajas temperaturas, mucho mejor que las moléculas apolares a temperaturas 


relativamente 


“Grupo de cabeza” 
hidrofílico 


$ pu l 
Pe it 
AY ara 


Cada molécula de lípido 


ATINA 


Ea, 
RARE) 


Phd obliga a las moléculas 
R de H30 circundantes 
A a convertirse en 
$ $ 0 altamente ordenadas. 
af 
A. 
ge 
Grupo p a 
alquílico AS E e A 
hidrofóbico , y po £ € 
Agrupamientos fuctuantes $ ep 4 adis 
("Flickering clusters”) de moléculas Y PRA 
de H-0 en el seno del líquido 
Moléculas de H,O muy ordenadas 
forman "jaulas” alrededor de las cadenas alquíticas hidrofóbicas 
(a) Agrupamientos 


FIGURA 2-7 Compuestos anfipáticos en disolución acuosa. (a) Los 
ácidos grasos de cadena larga tienen cadenas alquílicas muy hidrofóbi- 
cas, cada una de las cuales está rodeada por una capa de moléculas de 
agua altamente ordenadas. (b) Agrupándose en micelas, las moléculas 
de ácido graso exponen al agua la mínima superficie hidrofóbica posible 
y se necesitan menos moléculas de agua en la capa de agua ordenada. 
La micela se estabiliza gracias a la energía ganada en la liberación de 
moléculas de agua inmovilizadas. 


fieren en la formación de enlaces de IN [ QN 
moléculas de agua. Todas las moléculas o ione o- 


lución acuosa interferen con los enlaces de hidrógeno 
de algunas moiéculas de agua en su proximidad inme- 
diata, pero los solutos cargados o polares (tales como 
el NaCl) compensan esta pérdida de enlaces de hidróge- 
no entre moléculas de agua mediante la formación de 
nuevas interacciones entre el soluto y el agua. El cam- 
bio neto de entalpía (AH) a causa de la disolución de 
estas sustancias es generalmente pequeño. Los solutos 
hidrofóbicos no ofrecen esta compensación por lo que 
su adición al agua puede resultar, por tanto, en un 
pequeño aumento de entalpía; la rotura de enlaces de 
hidrógeno entre moléculas de agua toma energía del 
sistema por lo que es necesario adquirir energía del 
entorno. Además de requerir esta entrada de energía, la 
disolución de solutos hidrofóbicos en el agua da lugar a 
un descenso evidente de entropía. Las moléculas de 
agua en la vecindad inmediata de un soluto apolar están 
restringidas en sus orientaciones posibles ya que for- 
man una capa en forma de jaula de moléculas de agua 
muy ordenada alrededor de cada molécula de soluto. 
Estas moléculas de agua no están tan altamente orien- 
tadas como las de los clatratos, compuestos cristalinos 
de un soluto apolar y agua, pero el efecto es el mismo 
en ambos casos: el ordenamiento en las moléculas de 
agua reduce la entropía. El número de moléculas de 
agua ordenadas, y por tanto la magnitud del descenso 
de entropía, es proporcional al área superficial del solu- 
to hidrofóbico rodeado por la jaula de moléculas de 
agua. La variación de energía libre que conlleva la diso- 
lución de un soluto apolar en agua es, por tanto, desfa- 
vorable: AG = AH — TAS, en donde AH tiene un valor 
positivo, AS un valor negativo y AG es positivo. 


de moléculas lipídicas 


Sólo las porciones 
lipídicas en el borde 

del agrupamiento 
obligan al ordenamiento 
del agua. Hay menos 
moléculas de H20 
ordenadas, con lo que 
aumenta la entropía, 


Micelas 


Todos los grupos 
hidrofóbicos están 
secuestrados lejos 

del agua; se minimiza 
la capa ordenada de 
moléculas de H,0 

y la entropía aumenta 
aún más. 


OCA 


Los compuestos anfipáticos contienen regiones 
que son polares (o cargadas) y regiones que son apola- 
res (Tabla 2-2). Cuando se mezcla un compuesto anfi- 
pático con agua, la región polar hidrofílica, interacciona 
favorablemente con el agua y tiende a disolverse, pero 
la región apolar hidrofóbica, tiende a evitar el contacto 
con el agua (Fig. 2-7a). Las regiones apolares de las 
moléculas se agrupan para presentar la menor área 
hidrofóbica posible al disolvente acuoso mientras que 
las regiones polares se disponen de forma que se maxi- 
mice su interacción con el disolvente acuoso (Fig. 
2-7b), un fenómeno conocido como efecto hidrofóbi- 
co. Estas estructuras estables de compuestos anfipáti- 
cos en agua, denominadas micelas, pueden contener 
cientos o miles de moléculas. Las fuerzas que mantie- 
nen juntas las regiones apolares de las moléculas se 
denominan interacciones hidrofóbicas, a pesar de 
que esta terminología puede resultar confusa porque la 
fuerza de la interacción no es debida a ningún tipo de 
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Agua desordenada desplazada 
por la interacción enzima-sustrato 


Agua ordenada que interacciona 
con el sustrato y el enzima 


FIGURA 2-8 La liberación de agua ordenada favorece la formación 
de un complejo enzima-sustrato. Cuando están separados, tanto el 
enzima como el sustrato fuerzan a las moléculas de agua cercanas a for- 
mar una capa ordenada. La unión del sustrato al enzima libera parte del 


atracción intrínseca entre las regiones no polares. Son, 
en realidad, el resultado de que el sistema ha alcanzado 
la máxima estabilidad termodinámica al minimizar el 
número de moléculas de agua ordenadas que son nece- 
sarias para rodear las regiones hidrofóbicas de las molé- 
culas de soluto. 

Muchas biomoléculas son anfipáticas; 

pigmentos, ciertas vitaminas y los este 

de las membranas tienen regiones con } 
y apolares. Las estructuras formadas por Sis moléculas 
se estabilizan mediante el efecto hidrofóbico, que favore- 
ce la agregación de las regiones no polares. El efecto 
hidrofóbico en las interacciones entre lípidos y entre 
lípidos y proteínas es el determinante más importante de 
la estructura de las membranas biológicas. La agregación 
de los aminoácidos apolares en el interior de la proteínas, 
dirigida por el efecto hidrofóbico, estabiliza también las 
estructuras tridimensionales de las proteínas. 

La formación de enlaces de hidrógeno entre el agua 
y los solutos polares también produce un cierto ordena- 
miento de las moléculas de agua, pero el efecto es 
menos significativo que con los solutos apolares. Parte 
de la fuerza impulsora de la unión de un sustrato polar 
(reactivo) a la superficie polar complementaria de un 
enzima procede de la disrupción del orden entre molé- 
culas de agua: la entropía aumenta a medida que el 
enzima desplaza moléculas de agua ordenadas alrede- 
dor del sustrato y que el sustrato desplaza de manera 
recíproca moléculas de agua ordenadas en la superficie 
del enzima (Fig. 2-8). 


Las interacciones de van der Waals son atracciones 
interatómicas débiles 


Cuando dos átomos no cargados se encuentran muy 
cerca, las nubes electrónicas que los rodean se influyen 
mutuamente. Variaciones al azar en las posiciones de los 
electrones alrededor de un núcleo pueden crear un 
dipolo eléctrico transitorio que induce un dipolo eléctri- 
co opuesto también transitorio en el átomo cercano. Los 
dos dipolos se atraen débilmente entre sí con lo que los 


Interacción enzima-sustrato 
estabilizada mediante 
interacciones por 

enlaces de hidrógeno, 
iónicas e hidrofóbicas 


agua ordenada, y el aumento de entropía resultante proporciona un 
“empujón” termodinámico a la formación del complejo enzima-sustrato 
(véase la p. 196). 


núcleos se acercan más. Estas atracciones débiles se 
denominan interacciones de van der Waals (conoci- 
das también como fuerzas de London). A medida que 
los dos núcleos se acercan entre sí sus nubes electróni- 
cas empiezan a repelerse. En el punto en que la atrac- 
ción neta es máxima se dice que los núcleos se encuen- 
tran a la distancia de contacto de van der Waals: Cada 


olínidos NN con un radio de van der Waals característi- l 
PERRE Â onstituye una medida de lo que permitirá a 


este átomo acercarse a otro (ver Tabla 2-4). En los 
modelos moleculares “espaciales” que se muestran a lo 
largo de este libro los átomos se representan con tama- 
ños proporcionales a sus radios de van der Waals. 


TABLA 2-4 Radios de van der Waals 


y! e L lOs de en| ra ale nte 


(simple) de 


RS de ntos 


Radio covalente 
Radio de del enlace 
Elemento van der Waals (nm) simple (nm) 
H 0,11 0,030 
| O 0,15 0,066 
N 0,15 0,070 
| € 0,17 0,077 
8 0,18 0,104 
] P 0,19 0,110 
| 021 0,133 


a A. Chauvin, Phys Cham. 96:9194, 
1992. Radios covalentes: L. Pauling, Nature of the Chemical Bond, 3" 
ed. Cornell University Press, 1960. 


Nota: Los radios de van der Waals describen las dimensiones espaciales 
de los átomos. Cuando dos átomos se unen covalentemente, los radios 
atómicos en el punto de enlace son menores que los radios de van der 
Waals porque el par de electrones compartido acerca a los dos átomos. 
La distancia entre núcleos en una interacción de van der Waals o en un 
enlace covalente es aproximadamente igual a la suma de los radios de 
van der Waals o de los radios covalentes, respectivamente, de los dos 
átomos. De este modo, la longitud de un enlace simple carbono- 
carbono es de aproximadamente 0,077 nm + 0,077 nm = 0,154 nm. 
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Las interacciones débiles son cruciales para la estructura 
y función de las macromoléculas 


Creo que con la progresiva aplicación de los méto- 

dos de la química estructural a los problemas fisio- 

lógicos, observaremos que la importancia del enlace 

de hidrógeno en fisiología es mayor que la de cual- 
quier otra característica estructural 

-Linus Pauling, 

The Nature of the Chemical Bond, 1939 


Las interacciones no covalentes que hemos descrito, 
enlaces de hidrógeno e interacciones iónicas, hidrofóbi- 
cas y de van der Waals (Tabla 2-5), son mucho más débi- 
les que los enlaces covalentes. Se requiere un aporte de 
energía de 350 kJ para romper un mol (6 x 10%) de 
enlaces C—C simples y de unos 410 kJ para romper un 
mol de enlaces C—H, pero se requieren solamente unos 
4 kJ para destruir un mol de interacciones de van der 
Waals típicas. Las interacciones impulsadas por el efecto 
hidrofóbico son también mucho más débiles que los enla- 
ces covalentes, aunque un disolvente de polaridad eleva- 
da (una disolución salina concentrada, por ejemplo) las 
refuerza sustancialmente. Las interacciones iónicas y los 
enlaces de hidrógeno son de fuerza variable, que depen- 
de de la polaridad del disolvente y del grado de alinea- 
miento de los átomos unidos por enlace de hidrógeno, 
pero son siempre significativamente más débiles que los 
enlaces covalentes. En un disolvente acuoso a 25°C, la 
energía térmica disponible puede ser del mismo orden de 
magnitud que la fuerza de estas interacciones iles y la 
interacción entre las moléculas de soluto y di 
(agua) es casi tan favorable como las interacciones solu- 
to-soluto. En consecuencia, los enlaces de hidrógeno y 
las interacciones iónicas, hidrofóbicas y de van der Waals 
se forman y rompen continuamente. 

Aunque cada uno de estos cuatro tipos de interaccio- 
nes es individualmente débil en comparación a un enlace 
covalente, el efecto acumulativo de muchas interacciones 


TABI A 2-5 


C Uatro upos de interac ciones 


no covalentes (“debiles entre 
biomoléculas en disolución 


acuosa 
Enlaces de hidrógeno L 
Entre grupos neutros NornH—0— 
\ 


ora 


Entre enlaces peptídicos 


Interacciones iónicas 


Atracción y DE 
Repulsión —tNH; — HyN*— 
Interacciones 
hidrofóbicas 
| Interacciones Dos átomos cuales- | 
de van der Waals quiera muy próximos | 


de este tipo puede ser muy significativo. Por ejemplo, la 
unión no covalente de un enzima a su sustrato puede 
implicar varios enlaces de hidrógeno y una o más interac- 
ciones iónicas así como interacciones hidrofóbicas y de 
van der Waals. La formación de cada uno de estos enlaces 
débiles contribuye a un descenso neto de la energía libre 
del sistema. Podemos calcular la estabilidad de una inte- 
racción no covalente, tal como la de una molécula peque- 
ña unida por enlaces de hidrógeno a su pareja macromo- 
lecular, a partir de la energía de unión, la reducción en la 
energía del sistema cuando se produce la unión. La 
estabilidad, medida por la constante de equilibrio (véase 
más adelante) de la reacción de unión, varía de forma 
exponencial con la energía de unión. La disociación de 
dos biomoléculas (tales como un enzima y su sustrato 
unido) asociadas de forma no covalente mediante múlti- 
ples interacciones débiles requiere que se destruyan al 
mismo tiempo todas estas interacciones. Dado que las 
interacciones fluctúan al azar, tal destrucción simultánea 
es muy poco probable. La estabilidad molecular conferida 
por 5 o 20 interacciones débiles es, por tanto, mucho 
mayor de lo que podría esperarse de una simple adición 
de las pequeñas energías de unión. 

Las macromoléculas tales como las proteínas, el DNA 
y el RNA contienen tantos sitios potenciales para la for- 
mación de enlaces de hidrógeno o interacciones iónicas, 
de van der Waals o hidrofóbicas que el efecto acumulati- 
vo del gran número de pequeñas fuerzas de unión puede 
ser enorme. La estructura más estable (nativa) de las 

romoléculas es aquella en que se maximiza el núme- 

e uui débiles. El plegamiento de una cadena 

linucleotídica sencilla en su forma tridi- 
mensional viene determinado por este principio. La 
unión de un antígeno a un anticuerpo especifico depende 
de los efectos acumulativos de muchas interacciones 
débiles. Como se ha mencionado anteriormente, la ener- 
gía liberada cuando un enzima se une de manera no 
covalente a su sustrato es la fuente principal del poder 
catalítico del enzima. La unión de una hormona o un 
neurotransmisor a su receptor celular proteico es el 
resultado de múltiples interacciones débiles. Una conse- 
cuencia del gran tamaño de los enzimas y de los recepto- 
res (en relación con sus sustratos o ligandos) es que sus 
grandes superficies proporcionan muchas oportunidades 
para el establecimiento de interacciones débiles. A nivel 
molecular, la complementariedad entre biomoléculas que 
interaccionan entre sí refleja la complementariedad y las 
interacciones débiles entre grupos polares, cargados e 
hidrofóbicos en la superficie de las moléculas. 

Al determinar la estructura de una proteína como la 
hemoglobina (Fig. 2-9) por cristalografía de rayos X 
(véase el Recuadro 4-5), resulta frecuente encontrar 
moléculas de agua unidas tan fuertemente que forman 
parte de la estructura cristalina; lo mismo ocurre en 
cristales de RNA o DNA. Estas moléculas de agua unida, 
detectables también en disolución acuosa mediante 
resonancia magnética nuclear, poseen propiedades que 
las distinguen del “grueso” de agua del disolvente. Son, 
por ejemplo, osmóticamente inactivas (véase más ade- 
lante). El agua fuertemente unida es esencial para la 
función de muchas proteínas. En una de las reacciones 
clave del proceso de la fotosíntesis, por ejemplo, se pro- 
duce un flujo de protones a través de una membrana 
biológica mientras la energía de la luz genera un flujo de 


(a) (b) 


FIGURA 2-9 Unión del agua en la hemoglobina. La estructura crista- 
lina de la hemoglobina (PDB ID 1A3N) se muestra en (a) con sus molé- 
culas de agua unidas (esferas rojas) y en (b) sin las moléculas de agua. 
Las moléculas de agua se hallan tan firmemente unidas a la proteína que 
afectan al patrón de difracción de rayos X como si formaran partes fijas 
del cristal, Las dos subunidades a de la hemoglobina se muestran en 
color gris y las dos subunidades £ en azul. Cada subunidad tiene unido 
un grupo hemo (estructura de varillas roja), que sólo es visible en las 
subunidades f en esta figura. La estructura y función de la hemoglobina 
se discuten detalladamente en el Capítulo 5. [Fuente: PDB ID 1A3N, J. R. 
H. Tame y B. Vallone, Acta Crystallog. D 56:805, 2000.] 


electrones a través de una serie de proteínas transpor- 
tadoras (véase la Fig. 20-21). Una de estas proteínas, el 
citocromo f, tiene unida una cadena de cinco moléculas 
de agua (Fig. 2-10) que posiblemente proporcionan 
una vía para el movimiento de los protones a través de 
la membrana según un proceso conocido como “salto de 
protones” (que se describe a continuación). Casi con 


toda seguridad, otra bomba de proto que utili 
energía de la luz, la bacteriorrodopsiná A A 
de moléculas de agua unidas y orien Â 


precisa para el movimiento transmembrana de protones 
(véase la Fig. 20-29b). Moléculas de agua fuertemente 
unidas pueden ser también parte esencial del sitio de 
unión de una proteína y su ligando, Por ejemplo, en una 
proteína bacteriana de unión a arabinosa, cinco molécu- 
las de agua forman enlaces de hidrógeno que permiten 
la formación de enlaces críticos cruzados entre el azú- 
car (arabinosa) y los residuos de aminoácidos del sitio 
de unión de azúcares (Fig. 2-11). 


Los solutos afectan a las propiedades coligativas 
de las disoluciones acuosas 


Los solutos de cualquier tipo alteran ciertas propieda- 
des físicas del agua disolvente: su presión de vapor, 
punto de ebullición, punto de fusión (punto de congela- 
ción), y presión osmótica. Éstas se denominan propie- 
dades coligativas (coligativas significa “ligadas”) 
puesto que el efecto de los solutos sobre estas cuatro 
propiedades tiene la misma base: la concentración del 
agua es menor en las disoluciones que en el agua pura. 
El efecto de la concentración de soluto sobre las propie- 
dades coligativas del agua es independiente de las pro- 
piedades químicas del soluto; depende únicamente del 
número de partículas de soluto (moléculas o iones) en 
una determinada cantidad de agua. Por ejemplo, un 
compuesto tal como el NaCl, que se disocia en disolu- 
ción, tiene un efecto doble sobre la presión osmótica 
que es el doble que el de un número idéntico de moles 
de un soluto que no se disocie como, por ej., la glucosa. 

Las moléculas de agua tienden a trasladarse desde 
una región de elevada concentración de agua a una de 
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FIGURA 2-10 Cadena de agua en el citocromo f. Hay agua unida en, 
el canal de protones de la proteína de membrana citocromo f, que forma 
parte de la maquinaria recolectora de energía de la fotosíntesis en cloro- 
plastos (véase la Fig. 20-21). Cinco moléculas de agua están unidas 
mediante enlaces de hidrógeno entre ellas y con grupos funcionales de 
la proteína: los átomos de cadena principal de residuos de valina, prolina, 
arginina y alanina y las cadenas laterales de tres residuos asparagina y 
dos residuos glutamina, La proteína tiene un grupo hemo unido (véase la 
Fig. 5-1) que, mediante su átomo de hierro, facilita el flujo de electrones 
durante la fotosintesis. El flujo electrónico está acoplado al movimiento 


de protones a través de la membrana, lo que probablemente implica que 
TAON un “salto de protones” (véase la Fig. 2-14) a lo largo de esta - 


cadena de moléculas de agua unidas. [Fuente: información de P. 
Nicholls, Cell Mol, Life Sci 57:987, 2000, Fig. 6a (editada a partir de 
PDB iD 1HCZ, S.E. Martínez et al., Prot. Sci. 51081, 1996.) 


concentración inferior, de acuerdo con la tendencia 
natural de un sistema al desorden. Cuando dos disolu- 
ciones acuosas diferentes están separadas por una 
membrana semipermeable (que deja pasar moléculas de 
agua pero no del soluto), las moléculas de agua que 
difunden de la región de alta concentración de agua 
hacia la de concentración de agua menor producen pre- 
sión osmótica (Fig. 2-12). El valor aproximado de esta 
presión, II, medida como la fuerza necesaria para opo- 
nerse al movimiento del agua (Fig. 2-12c), viene dado 
por la ecuación de van't Hoff: 


Il = icRT 


en la que R es la constante de los gases y T es la tempe- 
ratura absoluta. El símbolo ¿ es el factor de vant Hoff, 
que es una medida del grado de disociación del soluto 
en dos o más especies iónicas. El término żc es la osmo- 
laridad de la disolución, el producto del factor de van't 
Hoff i y la concentración molar de soluto c. En disolu- 
ciones diluidas de NaCl, el soluto se disocia completa- 
mente en iones Na* y Cr, doblando el número de partí- 
culas de soluto, de modo que ¿ = 2. En todos los solutos 
no ionizables, ¿ = 1. Para disoluciones de varios (r) 
solutos, Il es la suma de las contribuciones de cada 
especie: 


Il = RT (2101 + ialo +.. + Ln) 


y 
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FIGURA 2-11 Moléculas de agua unidas por enlace de hidrógeno 
como parte de un sitio de unión de glúcidos en una proteína. En la pro- 
teína de unión a 1-arabinosa de la bacteria E. coli, cinco moléculas de 
agua son componentes esenciales de la red de interacciones mediante 
enlaces de hidrógeno formada entre el azúcar arabinosa (centro) y no 
menos de 13 aminoácidos del sitio de unión de azúcares. Vistos en tres 
dimensiones, estos grupos que interaccionan forman dos capas de 
unión; los residuos aminoácidos de la primera se representan sombrea- 
dos en color rojo y los de la segunda en verde. Para mayor claridad, y a 
pesar de no serio, algunos de los enlaces de hidrógeno aparecen más 
largos que otros; en realidad, todos los enlaces tienen la misma longitud. 
[Fuente: Información de P. Ball Chem. Rev. 108:74, 2008, Fi 
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FIGURA 2-12 Ósmosis y medida de la presión osmótica. (a) Estado 
inicial. El tubo contiene una disolución acuosa, el vaso contiene agua 
pura, y la membrana semipermeable permite el paso de agua pero no de 
soluto. El agua fluye desde el vaso hacia el tubo para igualar su concen- 
tración a un lado y a otro de la membrana. (b) Estado final, Se ha des- 
plazado agua hacia la disolución del compuesto no permeante, diluyén- 
dola y elevando la columna de agua dentro del tubo. En el equilibrio, la 
fuerza de gravedad que actúa sobre la disolución que hay en el tubo 
equilibra exactamente la tendencia del agua a moverse hacia el interior 
del tubo, donde su concentración es menor. {c} La presión osmótica (II) 
se mide como la fuerza que es necesario aplicar para devolver la solu- 
ción del tubo de nuevo al nivel de la del vaso. Esta fuerza es proporcional 
a la altura, h, de la columna en (b). 


La ósmosis, el moyimiento de agua a través de una 
membrana semipermeable impulsado por diferencias en 
la presión osmótica, es un factor importante en la vida 
de la mayoría de las células. Las membranas plasmáticas 
son más permeables al agua que a la mayor parte del 
resto de moléculas pequeñas, iones y macromoléculas 
porque en la membrana hay canales proteicos (acuapo- 
rinas; véase la Fig. 11-43) que permiten selectivamente 
el paso de agua, Se dice que las disoluciones de igual 
osmolaridad que el citosol celular son isotónicas con 
respecto a esa célula. Una célula rodeada por una diso- 
lución isotónica no gana ni pierde agua (Fig. 2-13). En 
una disolución hipertónica, con una osmolaridad 
mayor que el citosol, la célula se encoge al salir agua 
hacia fuera. En una disolución hipotónica, de osmola- 
ridad menor que el citosol, las células se hinchan al 
penetrar el agua en ellas. En su medio habitual, las 
células contienen generalmente concentraciones más 
elevadas de biomoléculas e iones que sus alrededores, 
de forma que la presión osmótica tiende a impulsar agua 
hacia el interior de las células. Si no se equilibrara de 
alguna forma, este movimiento de agua hacia dentro 
distendería la membrana plasmática y llegaría a causar 
la explosión de la célula (lisis osmótica). 

A lo largo de la evolución han surgido varios meca- 
nismos que evitan esta catástrofe. En las bacterias y los 
vegetales, la membrana plasmática está rodeada de una 
pared celular no expandible de rigidez y fuerza suficien- 
tes para resistir la presión osmótica y evitar la lisis 
osmótica. Algunos protozoos de agua dulce, que viven 
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(a) Célula en disolución 
isotónica; no hay 
movimiento neto de agua. 


(b) Célula en disolución c} Célula en disolución 
hipertónica, sale agua y la hipotónica; entra agua, 
célula se encoge. creando presión hacia fuera; 


la célula se hincha y puede 
llegar a reventar. 


FIGURA 2-13 Efecto de la osmolaridad extracelular sobre el movi- 
miento del agua a través de una membrana plasmática. Cuando una 
célula en equilibrio osmótico can el entorno que la rodea (esto es, en un 
medio isotónico) (a) se transfiere a una disolución hipertónica (b) o a 
una disolución hipotónica (c), el agua fluye a través de la membrana 
plasmática en la dirección que tiende a igualar la osmolaridad dentro y 
fuera de la célula, 


en un medio altamente hipotónico, poseen un orgánulo 
(vacuola contráctil) que bombea agua al exterior de la 
célula. En animales multicelulares, el plasma sanguíneo 
y el fluido intersticial (el fluido extracelular de los teji- 
dos) se mantienen a una osmolaridad cercana a la del 
citosol, La elevada concentración de albúmina y otras 
proteínas en el plasma sanguíneo contribuye a su osmo- 
laridad. Las células también bombean activamente Na* 
y otros iones hacia el fluido intersticial para permanecer 
en equilibrio osmótico con su entorno. 

Puesto que el efecto de los solutos en la osmolari- 
dad depende del número de partículas disueltas, no de 
su masa, las macromoléculas (proteínas, ácidos nuclei- 
cos, polisacáridos) tienen un efecto mucho menor en la 
osmolaridad de una disolución que la que tendría una 
misma masa de sus componentes monoméricos. Por 
ejemplo, un gramo de un polisacárido compuesto por 
1.000 unidades de glucosa tiene el mismo efecto en la 
osmolaridad que un miligramo de glucosa. El almace- 
namiento de combustible en forma de polisacáridos 
(almidón o glucógeno) en vez de como glucosa u otros 
azúcares simples evita un aumento enorme de la pre- 
sión osmótica en la célula de depósito. 

Las plantas utilizan la presión osmótica para conse- 
guir rigidez mecánica. La muy elevada concentración de 
soluto en las vacuolas impulsa agua hacia el interior de 
la célula (Fig. 2-13), pero la pared celular no expandible 
impide el hinchamiento; en su lugar, se incrementa la 
presión osmótica resultante contra la pared celular 
(presión de turgencia), lo que proporciona rigidez a la 


ósmosis también tiene consecuencias en los protocolos 
de laboratorio. Las mitocondrias, cloroplastos y lisoso- 
mas, por ejemplo, están rodeados de membranas semi- 
permeables. Para aislar estos orgánulos a partir de 
células rotas, los bioquímicos deben llevar a cabo los 
fraccionamientos en disoluciones isotónicas (véase la 
Fig. 1-9) para evitar la excesiva entrada de agua en los 
orgánulos que podría producir su hinchamiento y rotu- 
ra. Los tampones utilizados en los fraccionamientos 
celulares contienen normalmente concentraciones sufi- 
cientes de sacarosa o algún otro soluto inerte para pro- 
teger los orgánulos de la lisis osmótica. 


EJEMPLO PRÁCTICO 2-1 Presión osmética 
_ de un orgánulo | 


Suponga que los solutos principales de lisosomas intac- 
tos son KCI (-0,1 M} y NaCl (-0,03 m). En un proceso 
de aislamiento de lisosomas, ¿Cuál será la concentración 
de sacarosa necesaria en la disolución de extracción a 
temperatura ambiente (25°C) para evitar el hincha- 
miento y lisis? 


—-- 


Solución: Queremos hallar una concentración de saca- 
rosa que nos dé una fuerza osmótica igual a la produci- 
da por el KC] y el NaCl de los lisosomas. La ecuación 
para calcular la presión osmótica (la ecuación de van't 
Hoff) es 


II = RT (2101 + laco + 1903 $ aT iF ia) 
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donde R es la constante de los gases, 8,315 J/mol-K, T 
es la temperatura absoluta (Kelvin), c,, €, y c, son la 


concentración molar de cada soluto, e 2,, 2, € į, son el 
número de partículas que cada soluto genera en disolu- 
ción (i = 2 para KCI y NaCh. 


La presión osmótica del contenido del lisosoma es 


Mmana = PT Bora + tran) 
= RTI(2)(0,01moVL) + (2)(0,03 moVL)] 
= RT(0,26 mol/L} 


La presión osmótica de una disolución de sacarosa viene 
dada por: 


A a uhi E sacarosa) 


En este caso, teaa = 1, porque la sacarosa no se ioniza. 
Por tanto, 


en = RT (C acaron) 
La presión osmótica del contenido del lisosoma es igual 
a la de la disolución de sacarosa cuando 7 


ars. * Urea 
RT(c j= RT(0,26 mol/L} 
c = 0,26 moVL 


De modo que la concentración de sacarosa necesa- 
ria (FW 342) es (0,26 moVL)(342 g/mol) = 88,92 g/L. 
Dado que las concentraciones de soluto sólo son exac- 
tas hasta una cifra significativa, Caa = 0,09 kg/L 


O 


Presión osmótica 
de un orgánulo || 


Suponga que decidimos usar una disolución de un poli- 
sacárido, como por ejemplo glucógeno para equilibrar la 
presión osmótica de los lisosomas (descrita en el Ejem- 
plo Práctico 2-1). Considerando un polímero lineal de 
100 unidades de glucosa, calcule la cantidad de este 
polímero necesaria para conseguir la misma presión 
osmótica que la disolución de sacarosa del Ejemplo 
Práctico 2-1. La M, del polímero de glucosa es 18.000 
y, al igual que la sacarosa, no se ioniza en disolución. 


EJEMPLO PRÁCTICO 2-2 


Á 


Solución: Como se deducía en el Ejemplo Práctico 2-1, 
I = RT(0,26 moWVL) 


De manera similar, 
Hencigeno = ET aucgene” gucógeno) = ETC aucigero) 


Para una disolución de glucógeno con la misma presión 
osmótica que la disolución de sacarosa, 


TI = II 
RTC eS = R0,26 mol/L) 

Cosucóreno = 0,26 MONL = (0,26 moVL) (18.000 g/mol) 

= 4,68 kg/L 
O, considerando sólo las cifras significativas, Concigano = 
kg/L, una concentración absurdamente elevada. 
Como veremos más adelante, las células de hígado y 

músculo no almacenan glúcidos en forma de azúcares 


5 


58 ElAgua 


de baja masa molecular tales como glucosa o sacarosa como el pH de la solución. Para predecir el estado de 
sino en forma de glucógeno, polímero de alta masa ionización de los solutos en agua, hemos de tener en 
molecular, Gracias a ello, la célula puede contener una cuenta las constantes de equilibrio pertinentes para 
gran masa de glucógeno sin afectar más que mínima- cada reacción de ionización. A continuación discutire- 
mente la osmolaridad del citosol. mos brevemente la ionización del agua y de los ácidos y 


bases débiles disueltos en ella. 
RESUMEN 2.1 Interacciones débiles en los sistemas acuosos El agua pura está ligeramente ¡onizada 
Las moléculas de agua tienen una ligera tendencia a 
ionizarse reversiblemente dando un ion hidrógeno (pro- 
tón) y un ion hidroxilo, dando el equilibrio 


E Las muy diferentes electronegatividades del H y del 
O hacen del agua una molécula muy polar, capaz de 
formar enlaces de hidrógeno consigo misma y con sus 
solutos. Los enlaces de hidrógeno son de vida efímera, H0 == H* + OH” 
principalmente electrostáticos y más débiles que los 
enlaces covalentes. El agua es un buen disolvente de 
solutos polares (hidrofílicos), con los que forma enlaces 
de hidrógeno, y de solutos cargados, con los que inte- 
racciona electrostáticamente. 

E Los compuestos apolares (hidrofóbicos) no se 
disuelven bien en el agua; no pueden formar enlaces de 
hidrógeno con el disolvente y su presencia induce un 
ordenamiento energéticamente desfavorable de molé- H—0OuH—O == H-=0H + OH” 
culas de agua alrededor de sus superficies hidrofóbicas. H yr 
Para minimizar la superficie expuesta al agua, los com- 
puestos apolares tales como los lípidos forman agrega- 
dos (micelas) en los que sus partes hidrofóbicas se 
hallan secuestradas en el interior, asociándose mediante 
imteracciones hidrofóbicas, y sólo las partes más polares 
interaccionan con el agua. 

MM Numerosas interacciones débiles no covalentes 


Aunque normalmente se muestra el producto de diso- 
ciación del agua como H*, los protones libres no existen 
en disolución; los iones hidrógeno formados en el agua 
son inmediatamente hidratados a iones hidronio 
(H,0*). La formación de enlaces de hidrógeno entre las 
moléculas de agua hace que la hidratación de los proto- 
nes disociados sea virtualmente instantánea: 


H 


La ionización del agua puede medirse a partir de su 
conductividad eléctrica; el agua pura conduce la corrien- 
te eléctrica al migrar H,O* hacia el cátodo y OH” hacia el 
ánodo. El movimiento de los iones hidronio e hidroxilo 
en un campo eléctrico es extremadamente rápido en 
comparación con el de otros iones como el Na” K*, y Cr. 


influyen decisivamente sobre el plegamien macro- sta elevada movilidad iónica es el resultado del “salto 
moléculas tales como proteínas o ácidos nutlei Mia ai se muestra en la Figura 2-14. Ningún 
conformaciones macromoleculares más e o al se mueve muy lejos a través de la 


aquellas en las que se maximiza el número de enlaces de disolución, pero una serie de saltos de protones entre 
hidrógeno en el interior de la molécula y entre la molé- HRPTA CA NTE UDEA per CaA E AGEND 


cula y el disolvente, y en las que las regiones hidrofóbi- erre» del movimiento sabra un protón a E pde 
cas se agrupan en el interior de la molécula, lejos del mo cla en un Bempo notablemente sr S 
disolvente acuoso. también se mueve rápidamente mediante salto de pro- 


M La concentración de los solutos tiene una gran tones, pero en la dirección opuesta). Como resultado de 


influencia sobre las propiedades físicas de las disolucio- la elevada dm KREE OC H”, iag PERCCIOES ed 
nes acuosas. Cuando se separan dos compartimientos do-base en disolución acuosa son, en general, excepcio- 
acuosos mediante una membrana semipermeable (como nalmente rápidas. Como se ha visto anteriormente, es 
la membrana plasmática que separa la célula de su muy probable que el salto de protones también desem- 
entorno), el agua fluye a través de esta membrana hasta peñe y papel en las e E enc ic E 
igualar la osmolaridad de los dos compartimientos. Esta rencia de protones (Fig. 2-10; véase también la Fig. 


tendencia del agua a fluir a través de la membrana semi- ess TREET ibl ial ] 
permeable produce la presión osmótica. esto que la lonización reversible es crucial para e 


papel del agua en la función celular, debemos disponer 


A de una manera de expresar el grado de ionización del 
2.2 lonización del agua, ácidos débiles agua en términos cuantitativos. Un breve repaso de 


y bases débiles algunas propiedades de las reacciones químicas reversi- 
bles nos mostrará cómo podemos hacerlo. 

Aunque gran parte de las propiedades del agua como La posición del equilibrio de cualquier reacción 

disolvente se pueden explicar en función de la molécula química viene dada por su constante de equilibrio, 

neutra de H,O, debe tenerse también en cuenta el K,, (a veces expresada simplemente como K). Para la 

pequeño grado de ionización del agua en iones hidróge- reacción general 

no (H*) e iones hidroxilo (OH). Al igual que todas las 

reacciones reversibles, se puede describir la ionización AiB=aC+D 

del agua mediante una constante de equilibrio. Cuando 

se disuelven ácidos débiles en agua, su ionización apor- se puede definir la constante de equilibrio Ko, en fun- 

ta H*; las bases débiles consumen H* al protonarse. ción de la concentración de los reactivos (A y B) y de 

Estos procesos están también gobernados por constan- los productos (C y D) presentes en el equilibrio: 

tes de equilibrio. La concentración total de ion hidróge- 

no se puede medir experimentalmente y se expresa _ IC 1D o 
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El ion hidronio libera un protón 
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FIGURA 2-14 Salto de protones. “Saltos” de protones a corta distan- 
cia a través de una serie de moléculas de agua unidas por enlaces de 
hidrógeno dan como resultado el movimiento neto extremadamente 
rápido de un protón a una gran distancia. Cuando un ion hidronio (parte 
superior izquierda) cede un protón, una molécula de agua a una cierta 
distancia (abajo) adquiere uno, convirtiéndose en un ion hidronio. El 
salto de protones es mucho más rápido que la auténtica difusión y 
explica la extraordinariamente rápida movilidad iónica de los iones H* 
comparada con otros cationes monovalentes tales como el Na” o K”. 


De modo riguroso, los términos de concentración - 
rían ser las actividades, O concentrada j 
disoluciones no ideales, de cada espéeci (A 
excepto en cálculos muy precisos, se puede llegar a una 
aproximación de la constante de equilibrio midiendo las 
concentraciones en el equilibrio. Por razones que esca- 
pan a esta discusión, las constantes de equilibrio son 
adimensionales. Sin embargo, en las expresiones de 
equilibrio utilizadas en este libro hemos mantenido en 
general las unidades de concentración (M) para recor- 
dar que la molaridad es la unidad de concentración que 
se utiliza en el cálculo de Ko: 

La constante de equilibrio es fija y característica 
para cada reacción química a una temperatura dada. 
Define la composición de la mezcla final en el equilibrio, 
independientemente de las cantidades iniciales de reac- 
tivos y productos. De modo inverso, podemos calcular la 
constante de equilibrio de una reacción dada a una 
temperatura determinada si se conocen las concentra- 
ciones en el equilibrio de todos los reactivos y produc- 
tos. Como hemos visto en el Capítulo 1, la variación 
estándar de energía libre (AG”) está relacionada direc- 
tamente con el Ink... 


La ionización del agua se expresa mediante 
una constante de equilibrio 


El grado de ionización del agua en el equilibrio (Ec. 2-1) 
es bajo; a 25°C aproximadamente tan sólo dos de cada 
10% moléculas en agua pura están ionizadas en un 
momento dado. La constante de equilibrio para la ioni- 
zación reversible del agua es 


_ [H*][OH7] 


eg k {H0} (2-3) 
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En agua pura a 25°C, la concentración del agua es de 
55,5 M (gramos de H,O en 1 L divididos por la masa 
molecular en gramos: (1.000 g/L)/(18,015 g/mol)), y es 
esencialmente constante en relación a las bajísimas con- 
centraciones de H* y OH- que son de 1 x 107 m. De 
acuerdo con ello podemos sustituir el denominador de 
la expresión de la constante de equilibrio por 55,5 m 
(Ec. 2-3) que da 


_ [H+ OHT] 
Keu 55,5 M] 
Reordenando, 
(55.5 M) (Kea) = [H] [OH] = Kw (2-4) 


donde K, designa el producto (55,5 m) (Ko), denomina- 
do producto iónico del agua a 25°C. 

El valor de K, determinado mediante medidas de 
conductividad eléctrica del agua pura, es 1,8 x 10" ma 
29°C. La sustitución de este valor de Ko en la Ecuación 
2-4 da el valor del producto iónico del agua: 


Ka = [H*][0H7] = (55,5 M) (1,8 x 10 m) 
= 1,0 x 107M y? 


Así el producto [H*][0H7] en disoluciones acuosas a 25°C 
es siempre igual a 1 x 101 m?. Cuando las concentracio- 
nes de H* y OH son exactamente iguales, tal como 
sucede en el agua pura, se dice que la solución está a 
pH neutro. A este pH, se puede calcular la concentra- 
ción de H* y OH- a partir del producto iónico del agua 


ATRO fijnera siguiente 


Kw = [(H"]/0H7] = [H+]? = [OHf 
Despejando [H*] da 


[HH] = VK, = VI X 104 
[H*] = [OH] = 107 m 


Dado que el producto iónico del agua es constante, 
siempre que [H+] sea mayor que 1 x 107 M, [OH-] será 
menor que 1 x 10” m, y viceversa. Cuando la [H+] es muy 
alta, como es el caso de una solución de ácido clorhídri- 
co, [OH-] ha de ser muy pequeña. A partir del producto 
iónico del agua podemos calcular [H*] si conocemos 
[OH-], y viceversa. 


EJEMPLO PRÁCTICO 2-3 Cálculo de [H*] 


¿Cuál es la concentración de H* en una disolución de 
NaOH 0,1 M? ` 


Solución: Empezamos con la ecuación del producto 
iónico del agua: 


Kw = [H*][0H 7]. 
Siendo [OH7= 0,1 m, obtenemos [H*] 


Kv 1x 104m 107% 
[OH”] 0.1 mM 10 mM 
= 10" Pm 
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EJEMPLO PRÁCTICO 2-4 Cálculo de [OH-] 


¿Cuál es la concentración de OH- en una disolución en 
la que la concentración de H* es 1,3 x 10? m? 


Solución: Empezamos con la ecuación del producto 
iónico del agua: 


= (H*][OH”] 
Siendo [H*]= 1,3 x 10% m, obtenemos [OH] 


Ką  1x10*M 10 y? 


H- = = = Å— Z 
O] [H*] 0,00013 M 1,3 X 107*m 


=77x 10 Y nm 


Como en este caso, y en todos los cálculos hay que ase- 
gurarse de redondear la respuesta al número correcto 
de cifras significativas. 


La escala de pH representa las concentraciones 

de H’ y OH 

El producto iónico del agua, K_, es la base de la escala 
de pH (Tabla 2-6). Constituye una manera conveniente 
de designar la concentración de H* (y por consiguiente 
de OH) en cualquier disolución acuosa entre 1,0 m de 
H* y 1,0 m de OH.. El término pH se define mediante la 
expresión 


= log — = —log[H”] 


i 


El símbolo p denota “logaritmo negativo GO Ray x 


solución exactamente neutra a 25°C, en la que la con- 
centración de los iones hidrógeno es 1,0 x 107 m, se 
puede calcular el pH de la manera siguiente: 


pH = = 7,0 


81.0 x 10” 


TABLA 2-6  Laescala de pH 


| H+ (w) pH [OH] (m) por 
10" (1) 0 10 14 | 
107 ] 10 13 | 
¡102 2 102 12 | 
| 103 3 10 11 | 
104 4 10-10 10 | 
105 5 102 9 | 

10+ 6 10 3 
| 107 7 107 7 

10* 8 10° 6 

10, 9 105 - 

100 10 10 4 

10 11 103 3 

102 12 10? 2 

10 13 107 1 

10 0 


2A veces se utiliza la expresión pOH para describir la basicidad, o 
concentración de OH-, de una solución; el pOH se define por la 
expresión pOH = Jog[OH, que es análoga a la expresión para el 
pH. Obsérvese que en todos los casos, pH + pOH = 14 


Observe que la concentración de H* se debe expresar en 
términos de molaridad (M). 

El valor de 7 para el pH de una disolución exacta- 
mente neutra no es una cifra escogida de manera 
arbitraria; proviene del valor absoluto del producto 
iónico del agua a 25°C, que por una feliz coincidencia 
es un número entero. Las disoluciones que tienen un 
pH superior a 7 son alcalinas o básicas y en ellas la 
concentración de OH” es mayor que la de H*. Inversa- 
mente, las disoluciones con un pH inferior a 7 son 
ácidas. 

Recuerde que la escala de pH es logarítmica, no 
aritmética. Decir que el pH de dos soluciones difiere en 
1 unidad de pH significa que una solución tiene una 
concentración de H* diez veces superior a la de la otra, 
pero no nos dice cuál es el valor absoluto de la diferen- 
cia. La Figura 2-15 indica el pH de algunos fluidos 
acuosos comunes. Una bebida de cola (pH 3,0) o un 
vino tinto (pH 3,7) tienen una concentración de H” 
aproximadamente 10.000 veces superior a la de la san- 
gre (pH 7,4). 

Se puede medir aproximadamente el pH de una 
solución acuosa utilizando diversos colorantes indicado- 
res, entre ellos el tornasol, la fenolftaleína y el rojo 
fenol, que experimentan cambios de color cuando se 
disocia un protón de la molécula de colorante. Las 
determinaciones precisas de pH en el laboratorio quími- 
co o clínico se hacen con un electrodo de vidrio que es 
selectivamente sensible a la concentración de H* pero 
que es insensible al Na*, K* y otros cationes. En un 


disolución a ensayar y se compara con la 
à por una disolución cuyo pH se conoce 


con exactitud. 


1m HC) 
Jugo gástrico 
Zumo de limón 


Cola, vinagre 


Vino tinto 


Cerveza 


5 Café 


Leche, saliva 


7 Neutro Sangre humana, lágrimas 


Agua de mar, clara de huevo 


Solución de levadura 
artificial (NaHCO,) 


| 


Armnoníaco doméstico 


p 


Lejía doméstica 


Tm NaOH 
FIGURA 2-15 pH de algunos fluidos acuosos. 


La medición del pH es una de las operaciones 

más importantes y más frecuentemente utiliza- 
das en bioquímica. El pH afecta la estructura y actividad 
de macromoléculas biológicas; por ejemplo la actividad 
catalítica de los enzimas depende fuertemente del pH 
(véase la Fig. 2-22). La medida del pH de la sangre y de 
la orina se utilizan normalmente en el diagnóstico médi- 
co. El pH del plasma sanguíneo de las personas con 
diabetes grave no controlada, por ejemplo, es con fre- 
cuencia inferior al valor normal de 7,4; este estado se 
conoce como acidosis (más adelante se describirá con 
mayor detalle). En otros estados patológicos el pH de la 
sangre es superior al normal, estado que se denomina 
alcalosis. La acidosis y la alcalosis extremas pueden 
poner en peligro la vida. Y 


Los ácidos y bases débiles tienen constantes 
de disociación características 


Los ácidos clorhídrico, sulfúrico y nítrico, denominados 
comúnmente ácidos fuertes, están completamente ioni- 
zados en soluciones acuosas diluidas; las bases fuertes 
NaOH y KOH también están ionizadas completamente. 
De mayor interés para los bioquímicos es el comporta- 
miento de los ácidos y bases débiles, los que no están 
completamente ionizados al disolverse en el agua. Estos 
compuestos forman parte de todos los sistemas biológi- 
cos y juegan papeles importantes en el metabolismo y 
su regulación. Se comprenderá mejor el comportamien- 
to de las disoluciones acuosas de los ácidos y bases 


a E TEES Corot ON 


Ácidos monopróticos M 
Acido acético 
(K, =174 X 10m) 


lon amonio 
(K, = 5,62 x 1079 m) 


Ácidos dipróticos 
Ácido carbónico 
(K, = 1,70 X 1074 m); 
Bicarbonato 


(K, = 6,31 X 10-7 m) 


HCO; == HCO5 + H* 
pK, =3,77* 


Glicina, grupo carboxilo 
(K. = 4,57 X 1073 m); 
Glicina, grupo amino 
(K, = 2,51 X 1070 m) 


Ácidos tripróticos 
Ácido fosfórico 
(K, = 7,25 X 1073 m); 
Dihidrógeno fosfato 
(K, = 1,38 X 1077 m); 
Monohidrógeno fosfato 
(K, = 3,98 X 107P m) 


HPO, F= H2POZ + H* 


PK, = 2,14 


FIGURA 2-16 Un par ácido-base conjugado consiste en un dador 
de protones y un aceptor de protones, Algunos compuestos, como el 
ácido acético y el amoníaco, son monopróticos; pueden ceder sola- 
mente un protón. Otros son dipróticos (ácido carbónico y glicina) o tri- 
próticos (ácido fosfórico). Se muestran las reacciones de disociación 


HPO; == HPOÍ” 
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Se pueden definir los ácidos como dadores de pro- 
tones y las bases como aceptores de protones. Cuando 
un dador de protones como el ácido acético (CH,COOH) 
pierde un protón se transforma en su correspondiente 
aceptor de protones, que en este caso es el anión aceta- 
to (CH,COO-). Un dador de protones y su correspon- 
diente aceptor forman un par ácido-base conjugado 
(Fig. 2-16), relacionados por la reacción reversible 


CH¿COOH == CH¿C00” + H* 


Cada ácido tiene una tendencia característica a 
perder su protón en disolución acuosa. Cuanto más 
fuerte sea el ácido mayor será la tendencia a perder su 
protón. La tendencia de cualquier ácido (HA) a perder 
un protón y formar su base conjugada (A`) se define 
mediante la constante de equilibrio (K) de la reacción 
reversible 


HA => H* + A” 


para la que 


_ HHA] 


Kea = THA] 


Ka 


Las constantes de equilibrio de las reacciones de ioniza- 
ción se suelen denominar constantes de ionización o 
constantes ácidas de disociación, a menudo designa- 
das como K.. En la Figura 2-16 se dan las constantes 
de disociación de algunos ácidos. Los ácidos más fuer- 


NH¿ == NH, + Ht 
pK, = 9,25 


HCO; += COF + H+ 


HPOÍ” === POJ” + H7 
pk, = 12,4 


PK, = 6,86 


pH 


para cada par en donde tienen lugar a lo largo de un gradiente de pH. 
Para cada reacción se muestra la constante de equilibrio a disociación 
(K) y su logaritmo negativo, el pK. “Véase la explicación de aparentes 
discrepancias sobre los valores de pK, del ácido carbónico (H CO.) en 
la p. 67. 
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tes, tales como el fosfórico y carbónico, tienen constan- 
tes de disociación más altas; los ácidos más débiles, 
tales como el monohidrógeno fosfato (HPO?), tienen 
constantes de disociación más bajas. 

En la Figura 2-16 también se incluyen los valores de 
pK,, una expresión análoga a la del pH y que se define 
mediante la ecuación 


1 
pK, = log 7 = —log Ka 


Cuanto más fuerte sea la tendencia a disociar un protón, 
más fuerte es el ácido y menor es su pø. Como veremos 
a continuación, se puede determinar fácilmente el pX, 
de cualquier ácido débil. 


Las curvas de titulación proporcionan 
el pK de los acidos débiles 


La titulación se utiliza para determinar la cantidad de 
un ácido en una disolución dada. Un volumen determi- 
nado de ácido se titula con una disolución de concentra- 
ción conocida de una base fuerte, normalmente hidróxi- 
do sódico (NaOH). Se va añadiendo NaOH en pequeñas 
cantidades hasta que se consume (neutraliza) todo el 
ácido, lo que se determina mediante el uso de un colo- 
rante indicador o con un aparato medidor de pH. Se 
puede calcular la concentración de ácido en la disolu- 
ción original a partir del volumen y la concentración de 
NaOH añadido. En las titulaciones, las cantidades de 
ácido y base se suelen expresar en forma de equivalen- 
tes, siendo un equivalente la cantidad de sus ia que 
reaccionará con, o producirá un mol de ione Sü 

en una reacción ácido-base. 

De la gráfica que representa el pH frente a la canti- 
dad de NaOH añadido (curva de titulación) se dedu- 
ce el pK, del ácido débil. Consideremos la titulación de 
una disolución 0,1 m de ácido acético con NaOH 0,1 ma 
25°C (Fig. 2-17). En el proceso están implicados dos 
equilibrios reversibles (para simplificar, el ácido acético 
se denomina aquí HAc): 


HO == H* + OH- (2-5) 
HAc == H* + Ac (2-6) 
Los equilibrios deben cumplir simultáneamente sus 


constantes de equilibrio características que son, respec- 
tivamente, 


Ky = [H*][0H |] = 1 x 107 mM (2-7) 
H+ Ac 
K, = al l = 1,74 X 10754 (2-8) 


Al principio de la titulación, antes de añadir NaOH, el 
ácido acético ya está ligeramente ionizado, en un grado 
que se puede calcular a partir de su constante de diso- 
ciación (Ec. 2-8) 

A medida que se vá incorporando NaOH gradual- 
mente, el OH- adicionado se combina con el H- libre en 
la disolución formando H,O para satisfacer la relación 
de equilibrio de la Ecuación 2-7. A medida que se elimi- 
na H* libre, el HAc se disocia más para satisfacer su 
propia constante de equilibrio (Ec. 2-8). El resultado 
neto a medida que progresa la titulación es que se ioni- 
za más y más HAc, formando Ac-, según se va añadien- 


[CH¿COOH] = [CH¿C007] 


tamponamiento 


pH = pK, = 4,76 pH3,76 


0 
O 01 0,2 03 04 05 06 0,7 08 09 10 
OH” añadido (equivalentes) 


A m e e Á o 


0 50 100% 
Porcentaje titulado 


FIGURA 2-17 Curva de titulación del ácido acético. El pH de la mez- 
cla se mide después de cada adición consecutiva de NaOH a la disolu- 
ción de ácido acético Este valor se representa frente a la cantidad de 
NaOH añadido expresada como fracción de la cantidad total de NaOH 
requerida para convertir todo el ácido acético (CH,COOH) en su forma 
desprotonada, el acetato (CH,COO'). Los puntos obtenidos de esta 
manera dan la curva de titulación. En los recuadros se muestran las for- 
mas iónicas predominantes en los puntos indicados. En el punto medio 
de la titulación las concentraciones del dador y del aceptor de protones 
n iguales y el pH es numéricamente igual al pK, La zona sombreada 
y i se ME tamponante, generalmente entre el 10% y 

Q n del ácido débil 


do NaOH. En el punto medio de la titulación, en la que 
se han añadido exactamente 0,5 equivalentes de NaOH 
por equivalente de ácido, se ha disociado la mitad del 
ácido acético original, de modo que la concentración del 
dador de protones, [HAc], es ahora igual a la del aceptor 
de protones [Ac-]. En este punto medio se establece una 
relación muy importante: el pH de la solución equimolar 
de ácido acético y acetato es exactamente igual al pK, 
del ácido acético (pK, = 4,76; véase Figs. 2-16, 2-17). 
Pronto quedará clara la base de esta relación, que es 
válida para todos los ácidos débiles. 

A medida que la titulación continúa mediante la 
adición de mayores cantidades de NaOH, el ácido acéti- 
co todavía sin disociar se convierte gradualmente en 
acetato. El punto final de la titulación tiene lugar apro- 
ximadamente a pH 7,0: todo el ácido acético ha perdido 
sus protones, dándolos al OH" para formar H,O y aceta- 
to. A todo lo largo de la titulación coexisten los dos 
equilibrios (Ecs, 2-5 y 2-6), cumpliendo cada uno de 
ellos con su constante de equilibrio. 

En la Fig. 2-18 se comparan las curvas de titula- 
ción de tres ácidos débiles con constantes de disocia- 
ción muy diferentes: el ácido acético (pKa = 4,76); el 
dihidrógeno fosfato, H,PO, (PK, = 6,86) y el ion amonio, 
NH; (PK, = 9,25). Aunque las curvas de titulación de 
estos ácidos tienen la misma forma, están desplazadas 
a lo largo del eje de pH debido a que los tres ácidos 
tienen diferente fuerza. El ácido acético, que tiene la 
mayor K, (el pK, más bajo) de los tres es el más fuerte 
de los tres ácidos débiles (pierde su protón con más 


2.3 Tamponamiento contra cambios de pH en los sistemas biológicos 


Punto medio 
de la 
titulación 


Regiones 
tamponantes 


T 10,25 


NH, 


4 8,25 
F 7,86 


Fosfato 


A sgg 


pk, = 9,25 
[NH¿]=[NH3] 


O 
O 01 0,2 03 04 05 06 07 08 09 10 
OH” añadido (equivalentes) 
0 50 100% 


Porcentaje titulado 


FIGURA 2-18 Comparación de las curvas de titulación de tres áci- 
dos débiles. Se muestran las curvas de titulación de CH,COOH, H,PO; 
y NH. En los recuadros se muestran las formas iónicas predominantes 
en los puntos señalados de la titulación Las regiones con capacidad 
tamponante están indicadas a la derecha. Los pargs/á -b ~ e 


dos son tampones efectivos entre aproximadamen | STA 
neutralización. de la especie dadora de protones. 


A 
y 


í 


facilidad); a pH 4,76 se encuentra ya semidisociado, El 
dihidrógeno fosfato pierde un protón con menor facili- 
dad, y está semidisociado a pH 6,86. El ion amonio es el 
ácido más débil de los tres y no está semidisociado 
hasta pH 9,25. 

La curva de titulación de un ácido débil muestra 
gráficamente que un ácido débil y su anión, un par áci- 
do-base conjugado, pueden actuar como sustancias 
tampón, tal como describimos en la sección siguiente. 


RESUMEN 2.2 lonización del agua, ácidos débiles 
y bases débiles 


E El agua pura está ligeramente jonizada y contiene la 
misma cantidad de iones hidrógeno (iones hidronio, 
H,0*) e iones hidroxilo. El grado de ionización se des- 
cribe mediante una constante de equilibrio, 


K = [H*] [OHT], de la que se deduce el producto 
eg 7 
[H20] i 


iónico del agua, K,. A 25°C, K, = [H*][OH] = (55,5 m) 
(K) = 10" y. 


© El pH de una disolución acuosa refleja, en escala 
logarítmica, la concentración de iones hidrógeno: 


pH = log E = —log [H*] 


[H*] 
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E Cuanto mayor es la acidez de una disolución, menor 
será su pH. Los ácidos débiles se ionizan parcialmente y 
liberan un ion hidrógeno, lo que hace disminuir el pH de 
la disolución acuosa. Las bases débiles aceptan un ion 
hidrógeno y aumentan el pH. El grado en que se produ- 
cen estos procesos es característico de cada ácido o 
base débil particular y se expresa como la constante de 
disociación: 


_ (H*J[47] 
Kea = THA] 


E El pK, expresa la fuerza relativa de un ácido o base 
débiles en escala logarítmica: 


= Ka 


1 
pK, = log 77 —log Ka- 
© Cuanto más fuerte sea un ácido, menor será su pX., 
cuanto más fuerte sea la base, mayor su pK.. El pK, se 
puede determinar experimentalmente; es el pH del 
punto medio de la curva de titulación del ácido o de la 


base. 


2.3 Tamponamiento contra cambios 
de pH en los sistemas biológicos 


Casi todos los procesos biológicos son dependientes del 
pH; un pequeño cambio en el pH produce un gran cam- 
bio en la velocidad del proceso. Esto no sólo es cierto 
para las muchas reacciones en las que el ion H* es un 
participante directo, sino también para aquellas en las 


Aa 1 re no juega ningún papel. Los enzimas 


izan las reacciones celulares, y muchas de las 
moléculas sobre las que actúan, contienen grupos ioni- 
zables con valores de pX, característicos. Los grupos 
amino y carboxilo protonados de los aminoácidos y el 
grupo fosfato de los nucleótidos, por ejemplo, funcionan 
como ácidos débiles; su estado iónico depende del pH 
del medio que los rodea. (Cuando un grupo ionizable se 
halla secuestrado dentro de una proteína, lejos del 
disolvente acuoso, su pK,, o pK, aparente, puede ser 
sensiblemente diferente de su pK, en agua). Tal como 
hemos señalado anteriormente, las interacciones ióni- 
cas se cuentan entre las fuerzas que estabilizan una 
molécula de proteína y permiten que un enzima reco- 
nozca y se una a su sustrato. 

Las células y los organismos mantienen un pH cito- 
sólico específico y constante, normalmente cerca de pH 
7, que mantiene las biomoléculas en su estado iónico 
óptimo. En los organismos multicelulares, el pH de los 
fluidos extracelulares también se mantiene estrecha- 
mente regulado. El pH se mantiene constante principal- 
mente gracias a los tampones biológicos, que son mez- 
clas de ácidos débiles y de sus bases conjugadas. 


Los tampones son mezclas de acidos débiles 
y sus bases conjugadas 


Los tampones son sistemas acuosos que tienden a 
resistir cambios en su pH cuando se añaden pequeñas 
cantidades de ácido (H”) o base (OH). Un sistema tam- 
pón consiste en un ácido débil (el dador de protones) 
y su base conjugada (el aceptor de protones). Por 
ejemplo, una mezcla de igual concentración de ácido 
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acético y de ion acetato, tal como la que se encuentra 
en el punto medio de la curva de titulación de la Figura 
2-17, es un sistema tampón. Observe que la curva de 
titulación del ácido acético tiene una zona relativamen- 
te plana que se extiende alrededor de 1 unidad de pH 
a cada lado del punto medio de pH, 4,76. Dentro de 
esta zona una cierta cantidad de H* o OH- añadida al 
sistema tiene un efecto mucho menor sobre el pH que 
la misma cantidad añadida fuera de ella. Esta zona rela- 
tivamente plana es la región de tamponamiento del 
par ácido acético-acetato. En el punto medio de la 
región de tamponamiento, donde la concentración del 
dador de protones (ácido acético) es exactamente 
igual a la del aceptor de protones (acetato), el poder 
tamponante del sistema es máximo; esto es, se produce 
el menor cambio de pH cuando se adiciona OH- o H+, El 
pH en este punto de la curva de titulación del ácido 
acético es igual a su pK,. El pH del sistema tampón del 
acetato cambia ligeramente cuando se adiciona una 
pequeña cantidad de OH- o de H+, pero este cambio es 
muy pequeño si lo comparamos con el cambio de pH 
que se produciría si se añadiese la misma cantidad de 
OH- o H’ al agua pura o a una disolución de la sal de un 
ácido fuerte y una base fuerte, tal como e} NaCl, que no 
tiene capacidad tamponante. 

El tamponamiento es el resultado de dos equilibrios 
de reacciones reversibles que tienen lugar en una diso- 
lución con concentraciones casi iguales del dador de 
protones y de su aceptor de protones conjugado. La 
Figura 2-19 explica de qué modo funciona el sistema 
tampón. Siempre que se añade H* u OH a ufrdampón, 
el resultado es un pequeño cambio en el colon (Ad 
concentraciones relativas del ácido débil y desu anión 
y, por tanto, un pequeño cambio de pH. El descenso en 
la concentración de un componente del sistema se equi- 
libra exactamente por un incremento del otro. La suma 
de los componentes del sistema no varía, sólo varía su 
proporción. 

Cada par ácido-base conjugado tiene una zona 
característica de pH en la que es un tampón eficaz (Fig. 
2-18). El par H,PO¿/HPO* tiene un pK, de 6,86 y, por 
tanto, puede servir como sistema tampón eficiente 
entre aproximadamente pH 5,9 y pH 7,9; el par NH;¿/ 
NH,, con un pK, de 9,25, puede actuar como tampón 
entre aproximadamente pH 8,3 y pH 10,3. 


La ecuación de Henderson-Hasselbalch relaciona pH, pK. 
y concentración de tampón 


Las curvas de titulación del ácido acético, H,PO,7 y NH,* 
(Fig. 2-18) tienen formas casi idénticas, lo que sugiere 
que reflejan una ley o relación fundamental. Este es, 
efectivamente, el caso. La forma de la curva de titula- 
ción de cualquier ácido débil está expresada por la 
ecuación de Henderson-Hasselbalch, que es importante 
para comprender la acción de los tampones y el equili- 
brio ácido-base en la sangre y tejidos de los vertebrados. 
Esta ecuación es simplemente una forma útil de enun- 
ciar de otro modo la expresión de la constante de ioni- 
zación de un ácido. En el caso de la ionización de un 
ácido débil HA, la ecuación de Henderson-Hasselbalch 
puede deducirse de la forma siguiente: 


[(H*](A7] 


Ke =- THA] 


K, = [H*](OHT] 


OH- H,0 
Ácido acético > E Acetato 
(cH,coom) HAc AC” (CH¿C007) 
Ht 
ka [H*][Ac”] 
dl [HAc] 


FIGURA 2-19 El par ácido acético-acetato como sistema tampón. El 
sistema es capaz de absorber H* u OH” a través de la reversibilidad de la 
disociación del ácido acético. El dador de protones, el ácido acético 
(HAc), contiene una reserva de H” ligado, que puede liberarse para neu- 
tralizar una adición de OH" al sistema, formando H,O. Esto sucede por- 
que el producto [H*][OH”] excede transitoriamente K, (t x 10% m2). El 
equilibrio se ajusta rápidamente de modo que este producto sea igual a 
1 x 10% m? (a 252C), reduciendo así transitoriamente la concentración 
de H*. Pero ahora el cociente [H"J[Ac1/THAc] es menor que K, por lo 
que se disocia más HAc para restaurar el equilibrio. De modo semejante, 
la base conjugada, Ac”, puede reaccionar con ¡ones H’ adicionados al 
sistema; de nuevo las dos reacciones de ionización vuelven simultánea- 
mente al equilibrio, Así un par ácido-base conjugados, tal como el ácido 
acético y el ion acetato, tienden a resistir un cambio en el pH cuando se 
añaden pequeñas cantidades de ácido o base. La acción tamponante es 
simplemente la consecuencia de dos reacciones reversibles que tienen 
lugar simultáneamente y que alcanzan sus puntos de equilibrio según 
s constantes de equilibrio, K, y K, 


Despejando primero [H*]: 


[HA] 


AO Ko 


Tomando el logaritmo negativo en ambos lados de la 
igualdad: 

[HA] 

[A] 

Sustituyendo -log[H*] por pH y -logK, por pK: 


[HA] 
[A] 


-log [H*] = —log K, — log 


pH = pK, ~ log 


Invirtiendo ahora —log{[HAV[A-], lo que implica un cam- 
bio signo, se obtiene la ecuación de Henderson-Has- 
selbalch: 

[A] 

[HA] 


pH = pK, + log (2-9) 
Esta ecuación se ajusta a la curva de titulación de todos 
los ácidos débiles y nos permite deducir una serie de 
relaciones cuantitativas importantes, Por ejemplo, 
muestra por qué el pK, de un ácido débil es igual al pH 
de la solución en el punto medio de su titulación. En 
este punto [HA] = [A-] y de ahí 


pH = pK, + log i = pK, + 0 = pK, 


La ecuación de Henderson-Hasselbalch también permi- 
te (1) calcular el pK, a partir del pH y la relación molar 
entre dador y aceptor de protones; (2) calcular el pH a 
partir del pK, y la relación molar entre dador y aceptor 
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His WH i pa N 
To y 
CH CH + H 
He aT 
H 
pH5 pH7 


FIGURA 2-20 lonización de la histidina. El aminoácido histidina, 
componente de las proteínas, es un ácido débil. El pK, del nitrógeno pro- 
tonado de la cadena lateral es 6,0. 


de protones; y (3) calcular la relación molar entre dador 
y aceptor de protones, conocidos el pH y el pK.. 


Ácidos o bases débiles tamponan células 
y tejidos contra cambios de. pH 


Los fluidos intracelulares y extracelulares de los orga- 
nismos multicelulares poseen un pH característico y 
prácticamente constante. Los sistemas tampón propor- 
cionan la primera línea de defensa del organismo contra 
los cambios del pH interno. El citoplasma de la mayoría 
de células contiene elevadas concentraciones de proteí- 
nas, las cuales contienen muchos aminoácidos con gru- 
pos funcionales que son ácidos débiles o bases débiles. 
Por ejemplo, la cadena lateral de la histidina (Fig. 
2-20) tiene un pX, de 6,0 y puede por tanto existir 
tanto en la forma protonada como en la no protonada a 
pH cercano a la neutralidad. Las protec f 
nen residuos de histidina pueden por d ¿ek 
manera eficiente a pH cercano a la ne Nid ad. 


t 


EJEMPLO PRÁCTICO 2-5 Clonización de la histidina 


Calcule la fracción de histidina que tiene su cadena 
lateral de imidazol protonada a pH 7,3. Los valores de 
pK, de la histidina son pK, = 1,8, pK, (imidazol) = 6,0 y 
pK, = 9,2 (véase la Fig. 3-12b). 


Solución: Los tres grupos ionizables de la histidina tie- 
nen valores de pK, suficientemente diferentes para que 
el primer grupo ácido (—COOH) esté completamente 
ionizado antes de que el segundo (imidazol protonado) 
empiece a perder su protón, y el segundo se ioniza com- 
pletamente antes de que el tercero (-—NH;) empiece a 
perder el suyo. (Con la ecuación de Henderson-Hassel- 
balch podemos demostrar fácilmente que un ácido débil 
va desde una ionización del 1% a 2 unidades de pH por 
debajo de su pK, a una ionización del 99% a dos unida- 
des de pH por encima de su pK; véase también la Fig. 
3-12b.) A pH 7,3, el grupo carhoxilo de la histidina está 
completamente desprotonado (—COO0”) y el grupo 
a-amino completamente protonado (—-NH¿). Podemos, 
por tanto, suponer que a pH 7,3 el único grupo que se 
encuentra parcialmente disociado es el grupo imidazol, 
que puede estar protonado (abreviado HisH*) o no 


(His). 
Utilizamos la ecuación de Henderson-Hasselbalch: 
pH = pK, + log E 
[HA] 


Sustituyendo pK, = 6,0 y pH = 7,3 


7,3 = 6,0 + log (Hie) 
e i {HisH*] 
[His] 
13 =] 
Æ THisH*] 
: { His] 
tilog 1,3 = = x 10 
antilog 1, HsH] 2,0 


Esto nos proporciona la relación entre [His] y [HisH”] 
(20 a 1 en este caso). Queremos convertir este dato en 
la fracción de histidina total que se encuentra en la 
forma no protonada His a pH 7,3. La fracción es 20/21 
(20 partes de His por una parte de HisH*, en un total 
de 21 partes de histidina en cualquier forma), o apro- 
ximadamente un 95,2%; el resto (100% menos 95,4% ) 
está protonada, aproximadamente un 5%. 


Nucleótidos tales como el ATP, así como muchos 
metabolitos de baja masa molecular, contienen grupos 
ionizables que pueden contribuir al poder tamponante 
del citoplasma. Algunos orgánulos altamente especiali- 
zados y compartimentos extracelulares contienen ele- 
vadas concentraciones de compuestos que contribuyen 
a la capacidad tamponante: los ácidos orgánicos tampo- 
nan las vacuolas de las células vegetales; los tampones 
de amoníaco la orina. 

Dos tampones biológicos especialmente importan- 
tes son los sistemas del fosfato y del bicarbonato. El 
sistema tampón del fosfato, que actúa en el citoplasma 
de todas las células, consiste en H,PO; como dador de 


eS ATORE y HPO? como aceptor de protones: 


HPO; => H* + HPO 


El sistema tampón del fosfato presenta su efectividad 
máxima a un pH próximo a su pK, de 6,86 (Figs. 2-16, 
2-18), y tiende pues a resistir los cambios de pH en el 
intervalo entre 5,9 y 7,9. Es, por tanto, un tampón efectivo 
en los fluidos biológicos; en los mamíferos, por ejemplo, 
los fluidos extracelulares y la mayoría de compartimientos 
citoplasmáticos tienen un pH en el intervalo de 6,9 a 7,4. 


EJEMPLO PRÁCTICO 2-6 Tampones fosfato 


(a) ¿Cuál es el pH de una mezcla de 0,042 m de NaH,PO, 
y 0,058 m de Na,HPO,? 


Solución: Utilizamos la ecuación de Henderson-Hassel- 
balch, que expresaremos como: 


[base conjugada] 


pH = pK, + lo8 o] 


En este caso, el ácido (la especie que libera un protón) 
es H,PO;, y la base conjugada (la especie que ha perdi- 
do un protón) es HPO?. Sustituyendo con las concen- 
traciones dadas de ácido y base conjugada y con el valor 


del pK, (6,86), 
0,058 


== — = 
pH = 6,86 + log 0,042 6,86 + 0,14 = 7,0 
Podemos comprobar de modo cualitativo si esta 
respuesta es correcta. Si hay una mayor cantidad de 
base conjugada presente que de ácido, la titulación del 
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ácido está por encima del 50% y el pH está por encima 
del pK, (6,86), punto en el cual el ácido está titulado al 
50%, 

(b) Si se añade 1,0 mL de NaOH 10,0 m a un litro 
del tampón preparado en (a), ¿cuánto variará el pH? 


Solución: Un litro de tampón contiene 0,042 moles de 
NaH,PO,. La adición de 1,0 mL de NaOH 10,0 Įm (0,010 
moles) titularía una cantidad equivalente (0,010 moles) 
de NaH,PO, a Na,HPO,, resultando en unas cantidades 
finales de 0,032 moles de NaH,PO, y de 0,068 moles de 
Na,HPO,. El nuevo pH es: 


(HPO%”] 
[H2POj] 
0,068 
0,032 


pH = pK, + log 


= 6,86 + log = 6,86 + 0,33 = 7,2 


(ce) Si se añade 1,0 mL de NaOH 10,0 N a un litro de 
agua pura pH 7,0 ¿cuál será el pH final? Compárelo con 
la respuesta obtenida en (b). 


Solución: El NaOH se disocia completamente en Na* y 
OH, dando [OH] = 0,010 moVL = 1,0 x 10? m. El pOH es 
el logaritmo negativo de [OH], de modo que pOH = 2,0. 
Dado que en todas las disoluciones, pH + pOH = 14, el 
pH de la disolución es 12. 

Por tanto, una cantidad de NaOH que incrementa el 
pH del agua desde 7 a 12, incrementa el pH de una diso- 
lución tamponada, como la de (b), tan sólo desde 7,0 a 
7,2. Esta es el poder del tamponamiento! 


El plasma sanguíneo está tamponado en parte por 
el sistema del bicarbonato que consiste en ácido carbó- 
nico (H,C0,) como dador de protones y el bicarbonato 
(HCO,”) como aceptor de protones (K, representa la 
primera de varias constantes de equilibrio en el sistema 
tampón del bicarbonato): 


HCO; s= H? + HCO; 

E, [H”) [HCO3] 
'  [H2C05] 
Este sistema tampón es más complejo que otros pares 
ácido-base conjugados, ya que uno de sus componentes, 
el ácido carbónico (H,C0,) se forma a partir de dióxido 
de carbono disuelto (d) y agua, según la reacción rever- 
sible: 


CO2(d) + H¿0 == HCO} 
___1H2003] 
2 [CO2(d)[H20] 


El dióxido de carbono es un gas en condiciones norma- 
les, y el CO, en disolución acuosa se encuentra en equi- 
librio con el CO, de la fase gaseosa (g): 


CO,(8) => CO2(d) 
_ [CO2(d)) 
2 [CO2(8)) 


El pH de un sistema tampón de bicarbonato depen- 
de de la concentración de H,CO, y de HCO,, dador y 


OPA 


aceptor de protones respectivamente. Á su vez, la con- 
centración de H,CO, depende de la concentración de 
CO, disuelto, que a su vez depende de la concentración 
del CO, en la fase gaseosa, denominada presión par- 
cial de CO, y representada por pCO,. Así, el pH de un 
tampón bicarbonato expuesto a una fase gaseosa viene 
determinado en último término por la concentración de 
HCO; en la fase acuosa y la pCO, en la fase gaseosa. 

El sistema tampón del bicarbonato es un tampón 

fisiológico eficiente cerca de pH 7,4 ya que el 
H,CO, del plasma sanguíneo está en equilibrio con una 
gran capacidad de reserva de CO, (8) en el espacio aéreo 
de los pulmones. Como se ha dicho antes, este sistema 
tampón implica tres equilibrios reversibles, en este caso 
entre el CO, gaseoso en los pulmones y el bicarbonato 
(HCO,) en el plasma sanguíneo (Fig. 2-21). 

La sangre puede captar H*, por ejemplo a partir del 
ácido láctico producido en el tejido muscular durante 
un ejercicio vigoroso. De manera alternativa puede per- 
der H*, como sucede en la protonación del NH, produ- 
cida durante el catabolismo de proteínas. Cuando se 
añade H*a la sangre a medida que ésta pasa por los 
tejidos, la reacción 1 de la Figura 2-21 se desplaza hacia 
un nuevo equilibrio en el que aumenta [H,C0,]. Esto 
implica a su vez el aumento de [CO,(d)] en la sangre 
(reacción 2) y así aumenta la presión de CO, (g) en el 
espacio aéreo de los pulmones (reacción 3); el CO, 
sobrante se exhala. De manera inversa, cuando la san- 
gre pierde H* tienen lugar los procesos opuestos: se 
disocia más H,CO, en H* y HCO; haciendo que se disuel- 
a más CO, (g) de los pulmones en el plasma sanguíneo. 

tè la respiración, esto es, la velocidad de 
ión y exhalación, puede ajustar estos equilibrios 
rápidamente y mantener casi constante el pH de la san- 
gre. El ritmo de la respiración se controla en el tallo 
encefálico, donde la detección de un aumento en la 
pCO, o un descenso en el pH de la sangre induce una 
respiración más profunda y frecuente. 

La hiperventilación, es decir la respiración acelera- 
da producida a veces por el estrés o la ansiedad, inclina 
el equilibrio normal entre O, inspirado y CO, expirado a 
favor de un exceso de CO, expirado, aumentando el pH 
de la sangre a valores de 7,45 o más altos. Esta alcalosis 
puede producir mareos, dolores de cabeza, debilidad o 


Fase gaseosa 
(espacio aéreo pulmonar) CO2(8) 


FIGURA 2-21 Sistema tampón del bicarbonato. E! CO, del espacio 
aéreo de los pulmones está en equilibrio con el tampón bicarbonato en 
el plasma sanguíneo que pasa a través de los capilares pulmonares. 
Dado que la concentración de CO, disuelto se ajusta rápidamente 
mediante cambios en la velocidad de respiración, el sistema tampón del 
bicarbonato de la sangre está en un cuasi-equilibrio con una gran 
reserva potencial de CO,. 
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desmayos. Un remedio casero contra la alcalosis mode- 
rada consiste en respirar brevemente dentro de una 
bolsa de papel. El aire de la bolsa se enriquece en CO, y 
la inhalación de este aire aumenta la concentración de 
CO, en sangre, lo que reduce su pH. 

Al pH normal del plasma sanguíneo (7,4) hay poco 
H,CO, presente en comparación con HCO;, y la adición 
de una pequeña cantidad de base (NH, u 0H”) titularía 
todo el H,CO,, anulando la capacidad de tamponamien- 
to. El importante papel del H,CO, (pK, = 3,57 a 37°C) 
en el tamponamiento del plasma sanguíneo (-7,4) pare- 
ce no estar de acuerdo con la anterior afirmación de que 
un tampón es más efectivo en el margen de 1 unidad de 
pH por debajo y por encima de su pK, La explicación de 
esta paradoja estriba en la gran reserva de CO, (d) en la 
sangre. Su equilibrio rápido con H,CO, da np a la for- 
mación de H CO, adicional: 


CO2(d) + H0 t HCO; 


En medicina clínica resulta útil disponer de una expre- 
sión simple para el pH sanguíneo en base al CO, disuel- 
to, que se controla de manera rutinaria conjuntamente 
con otros gases de la sangre. Podemos definir una cons- 
tante, K, que es la constante de equilibrio de la hidra- 
tación del CO, para formar H,CO.: 


[H,C03] 
Xx COD] 


(La concentración de agua es tan elevada) (55,5 M 
la disolución de CO, no cambia ap recia NAY 
[H,0], por lo que la H, O] se incorpora cómo p 
constante K,.) A continuación, con el fin de tener en 
cuenta la reserva de CO,(d), podemos expresar [H,CO,] 
como K,[CO,(d)], y sustituir esta expresión por [H,CO,] 
en la ecuación de la disociación ácida de H,CO,: 


_ [H*][HCO3] ho 
: [H,003] 


[H*][HC03] 
K,[CO2(d)) 


Ahora, la constante de equilibrio global para la disocia- 
ción de H,CO, puede expresarse en estos términos: 


[H”] [HCOg] 


EnKa = K comtigada ” [CO2(9)] 


Podemos calcular el valor de la nueva constante, 
K mbind Y €l correspondiente pK aparente, o PA rondas 
a partir de los valores determinados experimentalmente 


para K, (3,0 x 10m) y K, (2,7 x 10“ m ) a 37°C: 


Kocminada = (3,0 X 107? m) (2,7 X 1074 mM) 
= 8,1 XxX 10" 
PK combinado > 6,1 


En medicina clínica es normal referirse a CO,(d) como el 
ácido conjugado y usar su pĶ, aparente (o combinado) 
de 6,1 para simplificar el cálculo del pH a partir de la 
[CO,(d)]. La concentración de CO, disuelto es una fun- 
ción de la pCO,, que en los pulmones es de aproximada- 
mente 4,8 kilopascales (kPa), lo que corresponde a una 
[H,CO,] ~ 1,2 mm. La ([HCO,] del plasma es normalmente 
24 mm, con lo que [HCO,1/[H,CO,] es aproximadamente 
igual a 20 y el pH de la sangre es 6,1 + log 20 ~ 7,4. m 


La diabetes no tratada produce acidosis que puede 
ser mortal 


El plasma sanguíneo humano tiene normalmente 
un pH entre 7,35 y 7,4, y muchos de los enzimas 
que actúan en la sangre han evolucionado para tener su 
actividad máxima en esta zona de pH. Los enzimas tienen, 
normalmente, un máximo de actividad catalítica a un pH 
característico denominado pH óptimo (Fig. 2-22). Su 
actividad catalítica desciende a ambos lados del pH 
óptimo, a menudo de forma abrupta. Así, un pequeño 
cambio en el pH puede provocar una gran diferencia en 
la velocidad de alguna reacción enzimática crucial. El 
control biológico del pH de las células y fluidos corpora- 
les es, por consiguiente, de importancia central en 
todos los aspectos del metabolismo y de las actividades 
celulares, y cambios en el pH de la sangre tienen marca- 
das consecuencias fisiológicas, como podemos deducir 
de los alarmantes experimentos descritos en el Recua- 
dro 2-1. 

En individuos con diabetes mellitus no tratada, la 
falta de insulina o la insensibilidad a su presencia (que 
depende del tipo de diabetes), impide la captación de 
glucosa desde la sangre a los tejidos y obliga al uso por 
parte de éstos de los ácidos grasos almacenados como 
fuente primaria de energía. Por razones que describire- 
mos con detalle más adelante (véase la Fig. 23-31), esta 
dependencia de los ácidos grasos da como resultado la 
acumulación de grandes concentraciones de dos ácidos 
carboxílicos, el ácido S-hidroxibutírico y el ácido ace- 
toacético (un nivel plasmático combinado de 90 mg/100 


Si Na con <3 mg/100 mL en individuos 


os) y una excreción urinaria de 5 g/24 h, 
comparada con <125 mg/24 h en los controles). La diso- 
ciación de estos ácidos hace descender el pH sanguíneo 
a menos de 7,35, causando acidosis. La acidosis grave 
produce dolor de cabeza, somnolencia, náuseas, vómi- 
tos y diarrea, seguidos de aletargamiento, coma y con- 
vulsiones, presumiblemente a consecuencia de que 
algunos enzimas no funcionan óptimamente a este pH 


100 


g Pepsina 


Porcentaje de actividad máxima 
$ 


FIGURA 2-22 pH óptimos de algunos enzimas. La pepsina es un 
enzima digestivo secretado en el jugo gástrico, el cua! tiene un pH de - 
1,5 que permite una acción óptima de la pepsina. La tripsina, un enzima 
digestivo que actúa en el intestino delgado, tiene un pH óptimo que 
coincide con el pH neutro de la luz del intestino delgado, La fosfatasa 
alcalina del tejido óseo es un enzima hidrolitico que se cree que participa 
en la mineralización del hueso. 
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RECUADRO 2-1 


MEDICINA 


Sobre como ser su propio conejillo de Indias 


no lo intente en casa !) 


“Quise averiguar qué le ocurría a un hombre 
| cuando se convertía en más ácido o más alcali- 
| no.... Desde luego, podría haber intentado los 
experimentos en primer lugar con un conejo, 
puesto que ya se había hecho algún trabajo en 
esta línea; pero uno no puede estar nunca muy 
seguro de cómo se siente un conejo. De hecho, 
hay conejos que no quieren cooperar. 

—J.B.S. Haldane, Possible Worlds 
Harper and Brothers, 1928 

| 


Hace un siglo, el fisiólogo y genetista J.B.S. Haldane y 
su colega H.W. Davies decidieron experimentar en 
ellos mismos para estudiar de qué manera se controla 
el pH de la sangre. Se alcalinizaron hiperventilando e 
ingiriendo bicarbonato sódico, lo que les dejó jadean- 
tes y con intensos dolores de cabeza. Intentaron aci- 
dificarse bebiendo ácido clorhídrico, pero calcularon 
que haría falta tomar casi siete litros de HCI diluido 
para lograr el efecto deseado, mientras que menos de 
medio litro era suficiente para irritarles la garganta. 
Finalmente, a Haldane se le ocurrió que si ingería 
cloruro amónico, parte de él se disociaría en su cuer- 
po liberando ácido clorhídrico y amoníaco. El amonía- 


elevados de glucosa en sangre, pH plasmático bajo y 
niveles elevados de ácido 4-hidroxibutírico y ácido ace- 
toacético en sangre y orina, el diagnóstico más probable 
es diabetes mellitus. 

Otros estados pueden producir también acidosis. El 
ayuno y la inanición fuerzan el uso de los ácidos grasos 
almacenados como fuente de energía, con las mismas 
consecuencias que la diabetes. Ejercicios muy intensos, 
tales como los esprints de atletas o ciclistas, producen 
una acumulación temporal de ácido láctico en la sangre. 
El fallo renal disminuye la capacidad de regular los nive- 
les de bicarbonato. Las enfermedades pulmonares (como 
el enfisema, la pulmonía o el asma) reducen la capacidad 
de eliminar el CO, producido durante la oxidación de 
nutrientes en los tejidos, con la consiguiente acumula- 
ción de H,CO,. La acidosis se trata atacando las causas 
subyacentes: administrando insulina a personas afecta- 
das de diabetes, y esteroides o antibióticos a personas 
con enfermedades pulmonares. La acidosis grave puede 
revertirse administrando una disolución de bicarbonato 
por vía intravenosa. Y 


nramannirrra ~~ Hatamiento de la acidosis 
EJEMPLO PRÁCTICO 2-7 

con bicarbonato 
¿Por qué aumenta el pH del plasma sanguíneo con la admi- 
nistración intravenosa de una disolución de bicarbonato? 


Solución: La relación de concentraciones de HCO; y de 
CO,(d) determina el pH del tampón bicarbonato según 
la ecuación: 


a 


más bajo. Cuando a un paciente se le CO SParion 


co se convertiría en urea, una sustancia inocua, en el 
hígado. El ácido clorhídrico se combinaría con el 
bicarbonato sódico presente en todos los tejidos, pro- 
duciendo cloruro sódico y dióxido de carbono. En 
este experimento, el déficit respiratorio resultante 
recordaba lo observado en la acidosis diabética y en 
los estados terminales de la enfermedad renal. 
Mientras tanto, Ernst Freudenberg y Paul Gyórgy, 
pediatras en Heildeberg, estaban estudiando la teta- 
nia muscular -la contracción muscular en manos, 
brazos, pies y laringe- en niños pequeños. Sabían que 
en ocasiones se observaba tetania muscular en pacien- 
tes que habían perdido grandes cantidades de ácido 
clorhídrico a causa de vómitos constantes y llegaron a 
la conclusión de que, si la alcalinización de los tejidos 
producía tetania muscular, era de esperar que la aci- 
dificación la curase. En el momento en que leyeron el 
artículo de Haldane sobre los efectos del cloruro amó- 
nico empezaron a administrarlo a los niños, y queda- 
ron encantados al comprobar que los síntomas desa- 
parecían en cuestión de horas. El tratamiento no eli- 
minaba la causa primaria de la tetania muscular, pero | 
permitía que pacientes y médicos dispusieran de más 
tiempo para el tratamiento. 


[HCO3] 


H = 6.1 + lo 
a $ 1H,C03] 


Si la [HCO;] aumenta sin variación en la pCO,, el pH 
aumentará. 


RESUMEN 2.3 Tamponamiento contra cambios 
de pH en los sistemas biológicos 


E Una mezcla de un ácido (o base) débil y su sal resis- 
te los cambios de pH producidos por la adición de H* u 
OH- Esta mezcla actúa como un tampón. 

M El pH de una disolución de ácido débil (o base 
débil) y su sal viene dada por la ecuación de Hender- 
son-Hasselbalch: 


[A ] 
[HA] 


ecuación : pH = pK, + log 


E En las células y los tejidos, los sistemas tampón de 
fosfato y bicarbonato mantienen los fluidos intracelula- 
res y extracelulares en su pH óptimo (fisiológico), que 
es normalmente cercano a 7. Los enzimas suelen actuar 
de manera óptima a este pH. 

M Los estados patológicos que hacen descender el pH 
de la sangre, causando acidosis, o que hacen que 
aumente, causando alcalosis, pueden poner en peligro 
la vida de las personas. 


2.4 El agua como reactivo 


El agua no es tan sólo el disolvente en el que tienen 
lugar las reacciones químicas de las células vivas; muy 
a menudo participa directamente en estas reacciones. 
La formación de ATP a partir de ADP y fosfato inorgá- 
nico constituye un ejemplo de una reacción de con- 
densación en la que se eliminan los elementos del 
agua (Fig. 2-22). La reacción inversa a ésta, rotura 
acompañada de la adición de los elementos del agua, es 
una reacción de hidrólisis. Las reacciones de hidró- 
lisis son también responsables de la despolimerización 
enzimática de proteínas, glúcidos y ácidos nucleicos. 
Las reacciones de hidrólisis, catalizadas por enzimas 
denominados hidrolasas son casi siempre exergóni- 
cas; al producir dos moléculas a partir de una conducen 
a un incremento en la entropía del sistema.:La forma- 
ción de polímeros celulares a partir de sus subunidades 
por simple inversión de la hidrólisis (es decir, mediante 
reacciones de condensación) sería endergónica, por lo 
que no tiene lugar. Como veremos, las células salvan 
este obstáculo termodinámico mediante el acoplamien- 
to de reacciones de condensación endergónicas con 
procesos exergónicos, tales como la rotura del enlace 
anhídrido del ATP, 

Al leer esto usted está (¡eso esperamos!) consu- 
miendo oxígeno. El agua y el dióxido de carbono son los 
productos finales de la oxidación de combustibles tales 
como la glucosa. La reacción global de este proceso se 
puede resumir como 


Ceti1205 + 602 — pie 


El “agua metabólica” así formada por la oxidación de los 
alimentos y las grasas almacenadas es de hecho sufi- 
ciente para permitir que algunos animales que viven en 
hábitats muy secos (ferbos, ratas canguro, camellos) 
sobrevivan sin beber agua durante largos períodos de 
tiempo. 

El CO, producido por la oxidación de glucosa se 
convierte en los eritrocitos en la forma más soluble 
HCO;, mediante una reacción catalizada por el enzima 
carbónico anhidrasa: 


CO» + H0 = HCO; + H+ 


En esta reacción, el agua no es tan sólo un sustrato 
sino que actúa en un proceso de transferencia de proto- 
nes formando una red de moléculas de agua unidas por 
enlaces de hidrógeno a través de las que se produce un 
salto de protones (Fig. 2-14). 

Las plantas y algas verdes utilizan la energía de la 
luz solar para romper el agua en el proceso de la foto- 
síntesis 


tuz 
2H20 + 2A —> O, + 24H, 


En esta reacción, A es una especie aceptora de electro- 
nes que varía según el tipo de organismo fotosintético y 
el agua actúa de dador de electrones en una secuencia 
de oxidación-reducción (véase la Fig. 19-59) que es 
fundamental para todas las formas de vida, 
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o 0 
j Ñ IS 
R—0—P—0H + HO—P—0- === RO 6—0—P—07 + H0 
o- o” o o 
(ADP) (ATP) 


Fostoanhidrido 


FIGURA 2-23 Participación del agua en reacciones biológicas. E! 
ATP es un fosfoanhídrido formado por una reacción de condensación 
(pérdida de los elementos de una molécula de agua) entre ADP y fos- 
fato. R representa adenosina monofostato (AMP), Esta reacción de con- 
densación requiere energía. La hidrólisis (adición de los elementos de 
una molécula de agua) del ATP para formar ADP y fosfato libera una 
cantidad equivalente de energía, Estas reacciones de condensación y de 
hidrólisis del ATP son tan solo un ejemplo del papel del agua como reac- 
tivo en procesos biológicos. 


RESUMEN 2.4 El agua como reactivo 


M El agua es a la vez el disolvente en el que tienen 

lugar las reacciones metabólicas y un reactivo que inter- 

viene en muchos procesos bioquímicos, entre los que se 

incluyen las reacciones de hidrólisis, de condensación y” 
de oxidación-reducción. 


2.5 La adecuación del ambiente 
acuoso a los organismos vivos 


Los organismos se han adaptado de manera efectiva a 
su ambiente acuoso y han desarrollado medios para 
aprovechar las inusuales propiedades del agua. El alto 


TORE del agua (el caior necesario para elevar 


temperatura de 1 g de agua) es útil para las 
células y organismos porque permite que el agua actúe 
como un “tampón térmico”, permitiendo que la tempe- 
ratura de un organismo permanezca relativamente 
constante cuando varía la temperatura del entorno o se 
genera calor como subproducto del metabolismo. Ade- 
más, algunos vertebrados aprovechan el elevado calor 
de vaporización del agua (Tabla 2-1) utilizando (es 
decir, perdiendo) exceso de calor corporal para evapo- 
rar el sudor. El alto grado de cohesión interna del agua 
líquida, debido a los enlaces de hidrógeno, es aprove- 
chado por las plantas como medio para transportar 
nutrientes disueltos desde las raíces a las hojas durante 
el proceso de la transpiración. Incluso la densidad del 
hielo, menor que la del agua líquida, tiene consecuen- 
cias biológicas importantes en los ciclos vitales de los 
organismos acuáticos. Los estanques se congelan desde 
arriba hacia abajo y la capa de hielo superior aísla el 
agua de debajo del aire frígido, impidiendo que el estan- 
que (y los organismo que hay en él) se congelen. De 
importancia capital para todos los organismos vivos es 
el hecho de que muchas propiedades físicas y biológicas 
de las macromoléculas celulares, especialmente las pro- 
teínas y los ácidos nucleicos, provienen de sus interac- 
ciones con moléculas de agua del medio circundante. La 
influencia del agua en el transcurso de la evolución 
biológica ha sido profunda y determinante. Es improba- 
ble que otras formas de vida que pudieran haber apare- 
cido en algún otro lugar del universo se parezcan a las 
de la tierra, a menos que su planeta de origen fuera 
también rico en agua líquida. 
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E Términos clave 


Todos los términos en negrita están definidos en el glosario. 


enlace de hidrógeno 48 producto iónico 
energía de enlace 48 del agua (K_) 59 
hidrofílico 50 pH 60 
hidrofóbico 50 acidosis 6i 
anfipático 52 alcalosis 6l 
micela 52 par ácido-base 
efecto hidrofóbico 52 conjugado 6i 
interacciones constante de 
hidrofóbicas 53 disociación ácida (K_) 62 
interacciones pk, 62 
de van der Waals 53 curva de titulación 62 
osmolaridad 56 tampón 64 
ósmosis 56 región de 
isotónico 56 .famponamiento 64 * 
hipertónico 56 ecuación de Henderson- 


hipotónico 56 Hasselbalch 64 
constante condensación 69 
de equilibrio (Kn) 58 hidrólisis 69 


— Problemas 


1. Efecto del entorno local en la fuerza del enlace 
iónico. Si el sitio de unión del ATP se halla enterrado en el 
interior de un enzima, en un entorno hidrofóbico, ¿la interac- 
ción iónica entre el enzima y su sustrato es más fuerte o más 
débil que la misma interacción si ésta se mk en la super- 
ficie del enzima expuesta al agua? 


2. Ventajas biológicas de las ERA 0 
interacciones entre biomoléculas se estabilizan a menudo me- 

diante interacciones débiles como enlaces de hidrógeno. ¿Cuál es 
la razón de que este fenómeno sea una ventaja para el organismo? 


3. Solubilidad del etanol en agua. Explique por qué el eta- 
nol (CH,CH,0H) es más soluble en agua que el etano (CH,CH.). 


4. Cálculo del pH a partir de la concentración de ion 
hidrógeno ¿Cuál es el pH de una disolución que tiene una 
concentración de H* de (a) 1,75 x 10% moVL; (b) 6,50 x 10 
mol/L; (c) 1,0 x 10* mol/L; (d) 1,50 x 10% moVL? 


5. Cálculo de la concentración de ion hidrógeno a partir 
del pH ¿Cuál es la concentración de H* de una disolu- 
ción de pH (a) 3,82; (b) 6,52; (c) 11,11? 


6. Acidez del HCI gástrico. En el laboratorio de un 

hospital se tituló hasta neutralidad con NaOH 0,1 M 
una muestra de 10,0 mL de jugo gástrico obtenido varias horas 
después de una comida; se necesitaron 7,2 mL de NaOH. El 
estómago del paciente no contenía comida ni bebida ingerida 
por lo que se puede suponer que no había tampones presen- 


tes. ¿Cuál era el pH del jugo gástrico? 


7. Cálculo del pH de un ácido o base fuertes (a) Escriba 
la reacción de disociación ácida del ácido clorhídrico. (b) Cal- 
cule el pH de una disolución de 5,0 x 10“ m HCL. (c) Escriba la 
reacción de disociación ácida del hidróxido de sodio. (d) Cal- 
cule el pH de una disolución de 7,0 x 10% m NaOH. 


8. Cálculo del pH a partir de la concentración de ácido 
fuerte Calcule el pH de una disolución preparada por dilu- 
ción de 3,0 mL de HCI 2,5 m hasta un volumen final de 100 mL 
con H,O. 


9. Medida de los niveles de acetilcolina por cambios del 
pH La concentración de la acetilcolina (un neurotransmisor) 
en una muestra se puede determinar a partir de los cambios de 
pH que acompañan a su hidrólisis. Cuando se incuba la mues- 
tra con el enzima acetilcolinesterasa, la acetilcolina se con- 
vierte cuantitativamente en colina y ácido acético, el cual se 
disocia produciendo acetato y un ion hidrógeno: 


î T 
H20 
Chea CHO —— 
CH3 
Acetilcolina 
CH3 
ANDA + Sci i + H* 
CH3 
Colina Acetato 


En un análisis típico, una muestra de 15 mL de una solución 
acuosa que contenía una cantidad desconocida de acetilcolina 
tenía un pH de 7,65. Cuando se incubó con acetilcolinesterasa, 
el pH de la solución descendió hasta 6,87. Suponiendo que no 
había tampón en la mezcla de ensayo, determine el número de 
moles de acetilcolina en los 15 mL de la muestra. 


10. Significado físico del pK, ¿Cuál de las disoluciones 
acuosas siguientes tiene el pH más bajo: HC] 0,1 m; ácido acé- 
tico 0,1 m (pK, = 4,80); ácido fórmico 0,1 m (pK, = 3,75)? 


11. Significado de K y pK, (a) Un ácido fuerte, ¿tiene 


yor o menor tendencia a perder su protón que un ácido 
None ácido fuerte mayor o menor que la del 
None el ácido fuerte un pX, mayor o menor 


que cd del ácido débil? 


12. Vinagre artificial Una forma de preparar vinagre (no la 
más recomendable) consiste en hacer una disolución de 
ácido acético, único componente ácido del vinagre, al pH 
adecuado (véase la Fig. 2-15) y añadir agentes saborizantes 
adecuados. El ácido acético (M, 60) es líquido a 25°C con una 
densidad de 1,049 g/mL. Calcule el volumen que se debe aña- 
dir a agua destilada para hacer 1 L de vinagre artificial (véase 
la Fig. 2-16). 


13. Identificación de la base conjugada ¿Cuál es la base 
conjugada en cada uno de los siguientes pares de compuestos? 


(a) RCOOH, RCOO” 
(b) RNH2, RNH3 


(c) HoP 04, HPO, 
(d) H2C03, HCOs 


14. Cálculo del pH de nna mezcla de ácido débil y su 
base conjugada Calcule el pH de una disolución diluida que 
contiene una relación molar de acetato potásico: ácido acético 
(PK, = 4,76) de (a) 2:1; (b) 1:3; (c) 5:1; (d) 1.1; (e) 1:10, 


15. Efecto del pH sobre la solubilidad La naturaleza fuer- 
temente polar y formadora de enlaces de hidrógeno del agua 
hace que sea un disolvente excelente para las especies iónicas 
(cargadas). En cambio, las moléculas orgánicas apolares no 
jonizadas, tales como el benceno, son relativamente insolubles 
en agua. En principio, la solubilidad en agua de cualquier ácido 
o bases orgánicos se puede incrementar mediante la conver- 
sión de las inoléculas en especie cargadas. Por ejemplo, la so- 
lubilidad del ácido benzoico en agua es baja. La adición de 
bicarbonato sódico a una mezcla de agua y ácido benzoico au- 


menta el pH y desprotona el ácido benzoico formando el ion 
benzoato, que es bastante soluble en agua. 


O e 
| ll 
Á C—OH a CO” 


Acido benzoico 
pK, =5 


lon benzoato 


¿Son los siguientes compuestos más solubles en una disolu- 
ción acuosa de NaOH 0,1m o de HCI 0,1 m? (Los protones diso- 
ciables se señalan en rojo.) 


C) or 
N 
o QI 
H 

lon piridina ¿FNafto! 


pk =5 pk, 10 
(a) (b) 


I 


O 
j 
C 


eN 

de een Yon 
H a 

of >o—cH, 

N-acetiltirosina metil éster 


pk =10 
(c) 


y 16. Tratamiento de la urtic 
nosa Los componentes de la hiedra Y el Foble venë 


sos que producen la urticaria característica son catecoles 
sustituidos con grupos alquilo de cadena larga. 


OH 
OH 


pK, = 8 


Si hubiera estado expuesto a la acción de la hiedra venenosa, 
¿cuál de los tratamientos siguientes aplicaría al área afectada? 
Justifique su elección. 

(a) Lavar el área con agua fría. 

(b) Lavar el área con vinagre diluido o zumo de limón. 


ATH 
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las cargadas y muy polares pasan lentamente, mientras que las 
que son hidrofóbicas y neutras pasan rápidamente. El pH del 
contenido del estómago es alrededor de 1,5 y el pH del conte- 
nido del intestino delgado es alrededor de 6. ¿Se absorbe más 
aspirina hacia el torrente sanguíneo en el estómago o en el in- 
testino delgado? Justifique claramente su elección, 


18. Cálculo del pH a partir de concentraciones mo- 
lares ¿Cuál es el pH de una disolución que contiene 0,12 
mol/L de NH,Cl y 0,03 moVL de NaOH (el pK, de NH}/NH, es 
de 9,25)? 


19. Cálculo del pH después de la titulación de un ácido 
débil. Un compuesto tiene un pK, de 7,4. Se añaden 30 mL de 
ácido clorhídrico 1,0 m a 100 mL de una disolución 1,0 |m del 
compuesto a pH 8,0. ¿Cuál es el pH de la disolución resul- 
tante? 


20. Propiedades de un tampón El aminoácido glicina se 
utiliza a menudo como principal ingrediente de un tampón 
en experimentos bioquímicos. El grupo amino de la glicina 
que tiene un pK, de 9,6, puede existir en la forma protonada 
(NH o como base libre (-NH,) debido al equilibrio rever- 
sible 


R—NHj ==> R—NH, + H?* 


(a) ¿En qué intervalo de pH puede utilizarse la glicina como 
tampón eficiente gracias a su grupo amino? 
(b) En una disolución 0,1 m de glicina a pH 9,0, ¿qué fracción 
de la glicina tiene su grupo amino en la forma -NH;? 
(c) ¿Qué cantidad de KOH 5 m debe añadirse a 1,0 L de glicina 
0,1 ma pH 9,0 para llevar su pH exactamente a 10,0? 

o el 99% de la glicina está en su forma —NH¿, ¿cuál 
ción numérica entre el pH de la solución y el p del ` 
grupo amino? 


21. Cálculo del pK, de un grupo ionizable mediante tit- 
ulación Los valores de pX, de un compuesto con dos grupos 
ionizables son pKX, = 4,10 y pK, entre 7 y 10. Un bioquímico 
tiene 10 mL de una disolución 1,0 m de este compuesto a pH 
8,00. Añade 10,0 mL de HCI 1,00 m y el pH cambia a 3,2. Cuál 
es el pK,? 


22. Cálculo del pH de una disolución de un ácido polip- 
rótico. La histidina tiene grupos ionizables con valores de 
pK, de 1,8, 6,0 y 9,2 tal como se muestra a continuación (His= 
grupo imidazol). Un bioquímico prepara 100 mL de una disolu- 
ción 0,100 m de histidina a pH 5,40. Después añade 40 mL de 
HCI 0,10 m. ¿Cuál es el pH de la disolución resultante? 


(c) Lavar el área con agua y jabón. COOK go ud poa 
(d) Lavar el área con jabón, agua y bicarbonato sódico. HÑ— çH HoÑ— Ch HN — ÇH HN—CH 

17. pH y absorción de fármacos La aspirina es un CH; H CH, H CH H CH H 

ácido débil con un pK, de 3,5 (el H ionizable se mues- |N $N e? ¿A 
tra en rojo): al 1,8 | we 6,0 | ya 9,2 | 

S Bs E E E 
F ~H >N H m N Hœ N 
[ s `o O + 
CH; h Grupo —COOH === —COO” —NH; === —NH, 
á ionizable i —ÑHisH? —His 
OH 


Se absorbe en la sangre a través de las células que cubren el 
estómago y el intestino delgado. La absorción implica el paso a 
través de la membrana plasmática, y la velocidad del proceso 
viene determinada por la polaridad de la molécula: las molécu- 


23. Cálculo del pH original a partir del pH final después 
de una titulación. Un bioquímico tiene 100 mL de una diso- 
lución 0,10 m de un ácido débil con un pX, de 6,3. Añade 6,0 
mL de HCI 0,1 m y el pH cambia a 5,7. ¿Cuál era el pH de la 
disolución original? 
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24. Preparación de un tampón fosfato ¿Qué relación mo- 
lar de HPO? y H,PO; produciría un pH de 7,0 en disolución? El 
ácido fosfórico (H PO,), un ácido triprótico, tiene tres valores 
de pK: 2,14, 6,86 y 12,4. Sugerencia: solamente uno de los 
valores de pK, tiene importancia en este caso. 


25. Preparación de un tampón estándar para la cali- 
bración de un pHmetro El electrodo de vidrio utilizado en 
los pHmetros comerciales da una respuesta eléctrica propor- 
cional a la concentración de ion hidrógeno. Para convertir es- 
tas respuestas en lecturas de pH, deben calibrarse los 
electrodos de vidrio frente a disoluciones estándar de concen- 
tración de H* conocida. Determine el peso en gramos de dihi- 
drógeno fosfato sódico (NaH,PO,*H,O; masa 138) y de 
hidrógeno fosfato disódico (Na,HPO,; masa 142) necesarios 
para preparar 1 L de un tampón estándar a pH 7,00 con una 
concentración total de fosfato de 0,100 m (véase la Fig. 2-16). 
Consulte en el problema 22 los valores de pK, del ácido fosfó- 
rico. 


26. Cálculo de las relaciones molares de base conjugada 
y ácido débil a partir del pH Calcule la relación entre base 
conjugada y ácido a pH 5,0 de un ácido débil con un pK, de 6,0. 


27. Preparación de un tampón de concentración y pH 
conocidos Dadas dos disoluciones a 0,10 m de ácido acético 
(pK, = 4,76) y acetato sódico, describa como prepararía 1,0 L 
de tampón acetato 0,10 ma pH 4,00. 


28. Elección del ácido débil para un tampón ¿Cuál de los 
compuestos siguientes sería el mejor tampón a pH 5,0: ácido 
fórmico (pK, = 3,8), ácido acético (pK, = 4,76) o etilamina 
(pK, = 9,0)? Justifique brevemente su respuesta. (6 

29. Trabajando con tampones Un tampón co li 
moles de ácido láctico (pK, = 3,86) y 0,050 moles de lactato 
sódico por litro. (a) Calcule el pH del tampón. (b) Calcule el 
cambio en el pH cuando se añaden 5 mL de HC10,5ma 1 L del 


tampón. (c) ¿Qué cambio en el pH se esperaría si se añadiera 
la misma cantidad de HCl a 1 L de agua pura? 


30. Uso de las concentraciones molares para calcular el 
pH ¿Cuál es el pH de una disolución que contiene 0,20 m de 
acetato sódico y 0,60 m de ácido acético (pX, = 4,76)? 


31. Preparación de un tampón acetato Calcule las con- 
centraciones de ácido acético (pX, = 4,76) y de acetato sódico 
necesarias para preparar una disolución tampón 0,2 M a pH 
5,0. 


32. pH de la secreción de defensa de un insecto Ha es- 
tado observando a un insecto que se defiende de sus enemigos 
secretando un líquido cáustico. El análisis del líquido muestra 
que contiene una concentración total de formiato y ácido fór- 
mico (pK, = 1,8 x 10%) de 1,45 m; La concentración de ion 
formiato es de 0,015 m. ¿Cuál es el pH de la secreción? 


33. Cálculo del pK, Se cree que un compuesto X descono- 
cido tiene un grupo carboxílico con un pK, de 2,0 y otro grupo 
ionizable con un pX”, comprendido entre 5 y 8. Cuando se aña- 
den 75 mL de NaOH 0,1 ma 100 mL de una disolución 0,1 m de 
X a pH 2,0, el pH aumenta hasta 6,72. Calcule el p¥, del se- 
gundo grupo ionizable de X. 


34. Formas iónicas de la alanina La alanina es un ácido 
diprótico que puede experimentar dos reacciones de disocia- 
ción (compruebe los valores de pK, en la tabla 3-1). (a) Dada 
la estructura de la forma parcialmente protonada (o zwitte- 
rion; véase la Fig. 3-9) de la figura, dibuje las estructuras de las 


otras dos formas que predominan en disolución acuosa: la 
completamente protonada y la completamente desprotonada. 


Alanina 


De las tres formas posibles de la alanina, ¿Cuál estaría a mayor 
concentración en disoluciones con los siguientes valores de 
pH?: (b) 1,0; (c) 6,2; (d) 8,02; (e) 11,9. Explique sus respues- 
tas en términos de pH relativo a los dos valores de pK.. 


35. Control del pH sanguíneo mediante el ritmo de 
respiración 
(a) La presión parcial de CO, en los pulmones puede variar 
rápidamente con la velocidad y profundidad de la respiración. 
Por ejemplo, un remedio común para aliviar el hipo es incre- 
mentar la concentración de CO, en los pulmones. Esto se 
puede conseguir conteniendo la respiración, respirando esca- 
samente y de forma lenta (hipoventilación) o respirando den- 
tro de una bolsa de papel. En tales condiciones, la pCO, en el 
espacio de aire de los pulmones aumenta por encima de la 
normal. Explique cualitativamente el efecto de este proceder 
sobre el pH sanguíneo. 
(b) Una práctica común de los corredores de distancias cortas 
es respirar rápida y profundamente (hiperventilación) du- 
rante aproximadamente medio minuto para eliminar el CO, de 
los pulmones justo antes de empezar la carrera, El pH de su 
sangre puede aumentar a 7,60. Explique por qué aumenta el 
H de la sangre. 

t carrera de corta distancia los músculos pro- 

AU Mantis de ácido láctico (CH,CH(OH)COOH, 
K, = 1,38 x 10%) a partir de sus depósitos de glucosa. En vista 
de ello, ¿por qué puede ser útil una hiperventilación antes de 
un sprint? 


36. Cálculo del pH de la sangre a partir de los niveles de 
CO, y bicarbonato Calcule el pH de una muestra de plasma 
sanguíneo con concentraciones totales de CO, y bicarbonato 
de 26,9 mm y 25,6 mm, respectivamente. Recuerde de la pá- 
gina 67 que el pK, del ácido carbónico que interesa en este 
caso es 6,1. 


37. Efecto de aguantar la respiración sobre el pH de la 
sangre El pH del líquido extracelular está tamponado me- 
diante el sistema bicarbonato/ácido carbórico. Aguantar la 
respiración puede incrementar la concentración de CO,(g) en 
la sangre. ¿Qué efecto puede tener esto sobre el pH del líquido 
extracelular? Explíquelo mostrando la o las ecuaciones de 
equilibrio de interés para este sistema. 


E Problema de análisis de datos 


38. Tensioactivos (surfactantes) “activables” Las molé- 
culas hidrofóbicas no se disuelven bien en agua. Al ser ésta un 
disolvente muy común, ciertos procesos son muy difíciles: la- 
var platos con residuos muy grasientos, eliminar combustible 
derramado, mezclar bien las fases acuosa y aceitosa de un 
aliño de ensalada o llevar a cabo reacciones que implican la 
presencia de componentes hidrofóbicos e hidrofílicos. 

Los tensioactivos son una clase de compuestos anfipáticos 
que incluye a los jabones, detergentes y emulsificadores. Me- 
diante el uso de tensioactivos es posible suspender compues- 
tos hidrofóbicos en disolución acuosa formando micelas (véase 
la Fig. 2-7). Una micela tiene un núcleo hidrofóbico que con- 


tiene el compuesto hidrofóbico y las “colas” hidrofóbicas del 
tensioactivo; las “cabezas” hidrofílicas del tensioactivo cubren 
la superficie de la micela. Se denomina emulsión a una suspen- 
sión de micelas. Cuanto más hidrofílico sea el grupo de la ca- 
beza del tensioactivo, más poderoso será: es decir, mayor será 
su capacidad de emulsificación de material hidrofóbico. 

Cuando se usa jabón para quitar la grasa de platos sucios, 
el jabón forma una emulsión con la grasa, que se elimina fácil- 
mente con agua gracias a la interacción con la cabeza hidrofí- 
lica de las moléculas de jabón. De modo parecido se puede 
utilizar detergente para emulsificar combustible derramado y 
eliminario con agua. Y los emulsificadores de los aliños comer- 
ciales de ensaladas mantienen el aceite como suspensión ho- 
mogénea en toda la mezcla acuosa. 

En ciertas situaciones sería útil disponer de un tensioac- 
tivo “activable”: una molécula que pudiera ser convertida de 
tensioactivo a no tensioactivo de manera reversible. 

(a) Imagine que existe este supuesto tensioactivo “activa- 
ble”. ¿Cómo lo utilizaría para limpiar y después recuperar el 
combustible procedente de un vertido? 

Liu y colaboradores describieron un tensioactivo activable 
prototípico en su artículo de 2006 “Tensioactivos activables”. 
La activación se basa en la reacción siguiente: 


ÇH; Ch; 
IÓN +C0,+H0 == Ph. ES + HCO; 


N NCH E N ¡is 


CHa H CH, 
Forma amidina 


esperaría que se desplazara el equilibrio de la AE a ante- 
rior? (Compruebe los valores de pX, en la Fig. 2-16.) Justifi- 
que su respuesta, Pista: recuerde la reacción H,O + CO, ~ 
H,C0O,. 


Liu y colaboradores produjeron un tensioactivo activable para 
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el que R = C,¿H,,. En su artículo no dan ningún nombre a la 
molécula; para hacerlo corto la llamaremos s-surf. 

(c) La forma amidinio de s-surf es un tensioactivo potente; 
la forma amidina no lo es. Explique esta observación. 
Liu y colaboradores encontraron que podían cambiar de una 
forma de s-surf a la otra variando el gas que burbujeaban a 
través de una disolución de tensioactivo. Demostraron esta 
transición midiendo la conductividad eléctrica de la disolución 
de s-surf; las disoluciones acuosas de compuestos iónicos tie- 
nen mayor conductividad que las de compuestos no iónicos. 
Empezaron con una disolución de la forma amidina de s-surf 
en agua. Sus resultados se muestran a continuación; las líneas 
de puntos indican el cambio de un gas a otro. 


Gas inyectado: ÇO, Ar co, Ar 

Sy 
o 
[e] 

O 

0 — 
0 100 200 
Tiempo (min) 


(d) ¿En qué forma se encuentra la mayoría de s-surf en el 
punto A? ¿Y en el punto B? 

(e) ¿Por qué aumenta la conductividad desde tiempo 0 
hasta el punto A? 

(f) ¿Por qué cae la conductividad entre el punto A y el 


SN (BT (| GN apiiaue cómo emplearía s-surf para limpiar y recupe- . 
DE 


bustible de un vertido. 


Referencia 

Y. Liu, P.G. Jessop, M. Cunningham, C.A. Eckert, 
and C.L. Liotta. 2006. Switchable surfactants. Scien- 
ce 313:958-960. 


La Bibliografía complementaria se encuentra disponible en www.macmillanlearning.com/LehningerBiochemistry7e. 
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Las herramientas de auto-estudio que sirven para practicar lo aprendido y reforzar los conceptos presentados en este capítulo 
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los procesos que tienen lugar en la célula y ejercen 
diversidad casi inagotable de funciones. En la 
exploración de los mecanismos moleculares de un pro- 
ceso biológico, el bioquímico debe estudiar, de manera 
casi inevitable, una o más proteínas. Las proteínas son 
las macromoléculas biológicas más abundantes y están 
presentes en todas las células y en todas las partes de la 
célula. Las proteínas también presentan una gran varie- 
dad; en una sola célula se pueden encontrar miles de 
proteínas diferentes. Siendo los árbitros de las funcio- 
nes moleculares, las proteínas son los productos finales 
más importantes de las rutas de información que se 
discuten en la Parte III de este libro. Las proteínas son 
los instrumentos moleculares mediante los que se 
expresa la información genética. 

La clave de la estructura de los miles de proteínas 
diferentes se encuentra en unas subunidades monomé- 
ricas relativamente simples. Las proteínas de todos los 
organismos, desde las bacterias más simples al ser 
humano, están construidas a partir del mismo conjunto 
de 20 aminoácidos. Puesto que cada uno de estos ami- 
noácidos tiene una cadena lateral propia que determina 
sus propiedades químicas, se puede considerar a este 
grupo de 20 moléculas precursoras como el alfabeto en 
el que está escrito el lenguaje de la estructura proteica. 

Para generar una proteína determinada se unen 
aminoácidos de forma covalente en secuencias lineales 
características. Lo que resulta más extraordinario es 
que las células puedan producir proteínas con propieda- 
des y actividades muy diferentes uniendo los mismos 20 
aminoácidos en multitud de combinaciones y secuen- 


cias diferentes. A partir de estos bloques estructurales 
los diferentes organismos pueden fabricar productos 
tan diversos como enzimas, hormonas, anticuerpos, 
transportadores, fibras musculares, la proteína del cris- 
talino del ojo, plumas, telas de araña, cuernos de rino- 
ceronte, proteínas de la leche, antibióticos, venenos de 
hongos y una pléyade de otras sustancias con activida- 
des biológicas distintas (Fig. 3-1). Los enzimas son los 
proteicos más variados y especializados. . 
talizadores de prácticamente todas las reaccio- 
nes celulares, los enzimas constituyen una de las claves 
para comprender la química de la vida y son un punto 
de referencia para cualquier curso de bioquímica. 

La estructura y función de las proteínas constituye 
el tema de este capítulo y de los tres siguientes. Empe- 
zamos con una descripción de las propiedades químicas 
fundamentales de los aminoácidos, los péptidos y las 
proteínas. También consideraremos la manera en que 
un bioquímico trabaja con proteínas. 


3.1 Aminoácidos 


Las proteínas son polímeros de aminoácidos, en los que 
cada residuo aminoácido está unido al siguiente a tra- 
vés de un tipo específico de enlace covalente. (El térmi- 
no “residuo” refleja la pérdida de los elementos del agua 
cuando un aminoácido se une a otro.) Las proteínas se 
pueden degradar (hidrolizar) hasta sus aminoácidos 
constituyentes mediante diversos métodos, por lo que los 
estudios iniciales sobre las proteínas se centraron en los 
aminoácidos libres procedentes de las mismas. Veinte 
son los aminoácidos encontrados habitualmente en las 
proteínas. El primer aminoácido descubierto fue la aspa- 
ragina en 1806, El último de los 20 que se encontró fue la 
treonina, que no fue identificada hasta 1938. Todos los 
aminoácidos tienen nombres comunes o triviales que, en 
algunos casos, provienen de la fuente de la cual se aisla- 
ron inicialmente. La asparagina se encontró por primera 
vez en el espárrago y el ácido glutámico se encontró en el 
gluten de trigo; la tirosina se aisló por primera vez del 
queso (así su nombre proviene del griego tyros, “queso”); 
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(a) (b) 


FIGURA 3-1 Algunas funciones de las proteínas. (a) La luz producida 
por las luciérnagas es el resultado de una reacción en que interviene la 
proteina luciferina y ATP, catalizada por el enzima iuciferasa (véase el 
Recuadro 13-14), (b) Los eritrocitos contienen grandes cantidades de la 
proteina transportadora de oxigeno hemoglobina. (ec) La proteína que- 
ratina, producida por todos los vertebrados, es el componente estruc- 


tural principal del pelo, escamas, cuernos, lana, uñas y plumas. El rino- Animals Animals.) 


y la glicina (del griego glykos, “dulce”) se denominó de 
esta manera debido a su sabor dulce. 


Los aminoácidos tienen caracteristicas estructurales 
comunes 


Los 20 aminoácidos estándar encontrados en las proteí- 
nas son a-aminoácidos. Todos tienen un grupo carboxi- 
lo y un grupo amino unidos al mismo átomo de carbono 
(el carbono a) (Fig. 3-2). Difieren entre ellos en sus 
cadenas laterales, o grupos R, que varían en estructu- 
ra, tamaño y carga eléctrica y que influyen en la solubi- 


argaret Oakley Dayhoft, 


ceronte negro salvaje se encuentra en vías de extinción debido a la 
creencia extendida en algunas partes del mundo de que el polvo deri- 
vado de su cuerno tiene propiedades afrodisiacas. En realidad, las pro- 
piedades químicas del polvo de cuerno de rinoceronte no son diferen- 
tes del de las pezuñas de bóvidos o de las uñas humanas. [Fuentes: (a) 
Jeff J. Daly/Alamy. (b) Bill Longcore/ Science Source. (c) Mary Cooke/ 


útil al estudiante. La pri- 
mera letra del nombre del 
aminoácido es única para 
seis de ellos (CHIMSV), por 
lo que se utiliza directa- 
mente como su símbolo. 
Para otros cinco amino- 
ácidos (AGLPT), la primera 
letra no es única y se asigna 
al aminoácido más frecuente 
en proteínas (por ejemplo, 
la leucina es más frecuente 


lidad en agua de los aminoácidos. Además 
aminoácidos existen muchos más que son m 

nes. Algunos de ellos son residuos que han sido modifica- 
dos después de la síntesis de la proteína; otros se hallan 
presentes en organismos vivos pero no como unidades 
constituyentes de las proteínas y dos más son casos espe- 
ciales que se encuentran en tan solo unas pocas proteí- 
nas. À los aminoácidos estándar de las proteínas se les 
han asignado abreviaturas de tres letras y símbolos de 
una sola letra (Tabla 3-1) que se utilizan para indicar de 
manera abreviada la composición y secuencia de aminoá- 
cidos polimerizados en las proteínas. 


que la lisina). En el caso de 
otros cuatro, la letra utiliza- 
da es fonéticamente sugesti- 
va en idioma inglés (RFYW: aRginina, Fenilalanina, 
tYrosina, tWiptófano). El resto fueron de asignación 
más difícil. Cuatro de elos (DNEQ) recibieron letras 
contenidas en sus nombres o sugeridas por ellos (aspár- 
Dico, asparagiNa, glutámEco, Q-tamina ~ por glutami- 
na). Restaba la lisina. De las pocas letras no usadas del 
alfabeto se escogió la K, que es la más próxima a L. «< 


TION 


En todos los aminoácidos estándar excepto la glici- 
na, el carbono a está unido a cuatro grupos diferentes: 
un grupo carboxilo, un grupo amino, un grupo R y un 
átomo de hidrógeno (Fig. 3-2; en la glicina el grupo R es 
otro átomo de hidrógeno). El átomo de carbono a es, 
por tanto, un centro quiral. Debido al ordenamiento 
tetraédrico de los orbitales de enlace alrededor del 
átomo de carbono a, los cuatro grupos diferentes pue- 
den ocupar dos ordenamientos diferentes en el espacio, 
por lo que los aminoácidos pueden aparecer en forma 
de dos estereoisómeros. Al ser imágenes especulares no 
superponibles entre sí (Fig. 3-3), las dos formas cons- 
tituyen un tipo de estereoisómeros denominados enan- 
tiómeros (véase la Fig. 1-20). Todas las moléculas con 
un centro quiral son también ópticamente activas, es 
decir, hacen girar el plano de la luz polarizada (véase el 
Recuadro 1-2). 


>> Convención Clave: El código de tres letras es transpa- 
rente: las abreviaturas consisten generalmente en las 
tres primeras letras del nombre del aminoácido. El códi- 
go de una letra fue propuesto por Margaret Oakley 
Dayhoff, considerada por muchos como la fundadora 
del campo de la bioinformática. El código de una sola 
letra procede del intento de reducir el tamaño de los 
archivos de datos (en la era en que se usaban fichas 
agujereadas) utilizados para la descripción de las 
secuencias de aminoácidos. Se diseñó para ser memori- 
zada fácilmente y la descripción de su origen puede ser 


FIGURA 3-2 Estructura general de un 
aminoácido. Esta estructura es común a 
todos los a-aminoácidos, con una única 
excepción. (La excepción es la prolina, 
un aminoácido cíclico.) El grupo R o 
cadena lateral (púrpura) unido al car- 
bono a (gris) es diferente para cada 
aminoácido. 


>> Convención Clave: Se utilizan dos convenciones para 
identificar los carbonos de un aminoácido, una práctica 
que puede generar confusión. Los carbonos adicionales 
de un grupo R, se designan comúnmente £, y, 6, e, etc., 
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Propiedades y convenciones asociadas con los aminoácidos estándar 
presentes en las proteinas 


K, PK, 
(—C008)  (—NH;) (R group) 


Grupos R apolares, 
alifáticos 
Glicina Gly G 75 2,34 9,60 5,97 -0,4 7,2 
Alanina Ala A 89 2,34 9,69 6,01 1,8 78 
Prolina Pro P 115 1,99 10,96 6,48 -1,8% 5,2 
Valina Val V 117 2,32 9,62 5,97 4,2 6,6 
Leucina Leu L 131 2,36 9,60 5,98 3,8 9,1 
Isoleucina lle I 131 2,36 9,68 6,02 45 5,3 
Metionina Met M 149 2,28 9,21 5,74 1,9 23 
Grupos R ` | 
aromáticos 
Fenilalanina Phe F 165 1,83 913 5,48 2,8 3,9 | 
| Tirosina Tyr Y 181 2,20 9,11 10,07 5,66 -1,3 3,2 | 
| Triptófano Trp W 204 238 9,39 5,89 -09 1,4 
Grupos R 
polares sin carga 
Serina Ser S 105 2,21 9,15 5,68 -0,8 6,8 
Treonina Thr T 119 2,11 9,62 5,87 -1,7 5,9 
Cisteína" Cys C 121 1,96 10,28 8,18 5,07 2,5 1,9 
Asparagina Asn N 8,80 5,41 -3,5 4,3 
Glutamina Gin Q 00 AQ (0) NI 5,65 —3,5 4.2 | 
Grupos R | 


cargados positivamente 
Lisina Lys K 146 2,18 8,95 10,53 9,74 -3,9 5,9 


Histidina His H 155 1,82 9,17 6,00 7,59 —3,2 23 
Arginina Arg R 174 2,17 9,04 12,48 10,76 Ab 5,1 
Grupos R 

cargados negativamente 


Aspartato Asp D 133 1,88 9,60 3,65 2,77 -3,5 5,3 
Glutamato Glu E 


*Los valores de M, reflejan las estructuras tal y como se muestran en la Figura 3-5. Los elementos del agua (M, 18) se restan cuando el aminoácido 
se incorpora a un polipóptido. 


Una escala que combina la hidrofobicidad y la hidrofilicidad de los grupos R. Los valores reflejan la energía libre (AG) de transferencia de la cadena 
lateral del aminoácido desde un disolvente hidrofóbico al agua. Esta transferencia es favorable (AG<0, valor negativo en el indice) para aminoácidos 
con cadena lateral cargada o polar, y destavorable (AG>0, valor positivo en el indice) para aminoácidos con cadena lateral apolar o más hidrofóbica. 
Véase el Capítulo 11 . Tomado de J. "kyts y R.F. Dooiiitie, J. Mol. Biol. 157:105, 1982. 


“Presencia media en más de 1.150 proteínas. Tomado de R.F. Doolittle en Prediction of Protein Structure and the Principles of Protein Conformation 
(g.D. Fassman, ed.), p.599, Plenum Press, 1989. 


“Originalmente, el índice hidropático considera la frecuencia en la que un aminoácido aparece en la superficie de una proteína. Dado que ta prolina 
aparece a menudo en la superficie en los giros 3, su valor es inferior al que sería deducible a partir de su cadena lateral de grupos metileno. 


“La cisteina se clasifica generalmente como polar a pesar de tener un Índice de hidropatía positivo, Ello refleja la capacidad del grupo sutfidrilo para 
actuar como ácido débil y para formar enlaces de hidrógeno débiles con el oxigeno o el nitrógeno. 


empezando a partir del carbono a. Para la mayoría de 
las demás moléculas orgánicas, los átomos de carbono 
se numeran simplemente a partir de un extremo, dando 


a fi] Y ô e 


i t 2. 3 4 5 6 
“O0C—CECH—CH)— CH) CH¿—CH) 


la máxima prioridad (C-1) al carbono con el sustituyen- *NHy *NHy 

te que contenga el átomo de mayor número atómico. Lisina 

Siguiendo esta última convención, el grupo carboxilo 

de un aminoácido sería el C-1 y el carbono a sería el En algunos casos, como en aminoácidos con grupos 


C-2. R heterocícticos tales como la histidina, el sistema de 
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D-Alanina 


(a) L-Alanina 
sl IN 
H3N== C —H H=—C—NH, 
4 į 
CH, CH, 
(b) ¿-Alanina o-Alanina 
ai coo 
HaN—C—H l H—C—Nh; 
(0) ¡-Alanína o-Alanina 


FIGURA 3-3 Estereoisomería en los a-aminoácidos. (a) Los dos este- 
reoisómeros de la alanina, la L- y la o- alanina, son imágenes especulares 
no superponibles entre sí (enantiómeros), (b, c) Dos convenciones dife- 
rentes para mostrar la canfiguración en el espacio de los estereoisóme- 
ros. En las fórmulas de perspectiva (b) los enlaces con forma de cuña 
solida se proyectan fuera del plano del papel, los enlaces a trazos io 
hacen por detrás. En las fórmulas de proyección (c) se supone que los 
enlaces horizontales se proyectan fuera det plano del papei y los enlaces 
verticales hacia atrás. No obstante, las fórmulas de proyección se utili- 
zan a menudo de modo no sistemático, sin pretender re ntar una 
configuración estereoquímica específica. C 0) O 


letras griegas es ambiguo y se utiliza por ello la conven- 
ción numérica. En aminoácidos con cadena lateral rami- 
ficada, los carbonos equivalentes reciben números a 
continuación de las letras griegas. La leucina tiene por 
tanto los carbonos dl y d2 (véase la estructura en la 
Fig. 3-5). («€ 

Para especificar la configuración absoluta de los 
cuatro sustituyentes de los átomos de carbono asimétri- 
cos se ha desarrollado una nomenclatura especial. Las 
configuraciones absolutas de los azúcares sencillos y los 


CHO CHO 
HO=2C —=H a aka 
A 
ICH OH CHOH 
L-Gliceraldehíido o-Gliceraldehído 
coo cCoO 
L 
CH3 CH3 
L-Alanina o-Alanina 


FIGURA 3-4 Relación estérica de los estereoisómeros de la alanina 
con la configuración absoluta del l- y d-gliceraldehido. En estas fórmu- 
las de perspectiva los carbonos están alineados verticalmente con el 
átomo quiral en el centro. Los carbonos de estas moléculas están nume- 
rados empezando con los carbonos aldehido o carboxilo (en rojo), de 1a 
3 y de arriba a abajo tal como se muestra. Cuando se presentan de esta 
forma, el grupo R del aminoácido (en este caso el grupo metilo de la ala- 
nina) está siempre debajo del carbono a Los -aminoácidos son los que 
tienen el grupo a-amino a la izquierda y los D-aminoácidos los que tie- 
nen el grupo ex-amina a la derecha. 


aminoácidos se especifican mediante el sistema D, L 
(Fig. 3-4), basado en la configuración absoluta del azú- 
car de tres carbonos gliceraldehído, una convención 
propuesta por Emil Fischer en 1891. (Fischer conocía 
los grupos que rodean el átomo de carbono asimétrico 
del gliceraldehído pero tuvo que adivinar su configura- 
ción absoluta; su predicción fue correcta, tal como se 
confirmó posteriormente por análisis de difracción de 
rayos X). Para todos los compuestos quirales, los este- 
reocisómeros que tienen una configuración relacionada 
con la del L-gliceraldehído se designan como L, y los 
estereoisómeros relacionados con el b-gliceraldehído se 
designan como D. Los grupos funcionales de la L-alanina 
se hacen comcidir con los del L-gliceraldehído alineando 
aquellos que pueden interconvertirse mediante reaccio- 
nes químicas simples en un solo paso. Así, el grupo car- 
boxilo de la L-alanina ocupa la misma posición respecto 
al carbono quiral que el grupo aldehído del L-gliceralde- 
hído, puesto que un aldehído puede convertirse fácil- 
mente (oxidarse) en un grupo carboxilo en un solo paso 
mediante una oxidación. Históricamente, las denomina- 
ciones L y D se utilizaron para levorrotatorio (que gira la 
luz polarizada en el plano hacia la izquierda) y dextro- 
rrotatorio (que gira la luz hacia la derecha). Sin embar- 
go, no todos los L-aminoácidos son levorrotatorios, por lo 
que se hizo necesaria la convención que se muestra en la 
Figura 3-4 para evitar posibles ambigúedades sobre la 
configuración absoluta. Según la convención de Fischer, 
L y D hacen referencia solamente a la configuración 
absoluta de los cuatro sustituyentes alrededor del carbo- 


uiral y no a las propiedades ópticas de la molécula. 
a para especificar la configuración alre- 


edor de un centro quiral es el sistema RS, que se 
utiliza en la nomenclatura sistemática de la química 
orgánica y que describe con mayor precisión la configu- 
ración de las moléculas con más de un centro quiral 
(véase p. 19). 


Los residuos aminoácidos de las proteínas son 
estereoisómeros L 


Casi todos los compuestos biológicos con un centro 
quiral se presentan en la naturaleza en una sola de sus 
formas estereoisómeras, sea la D o la L. Los residuos 
aminoácidos de las proteínas son exclusivamente L-es- 
tereocisómeros. Solo se han encontrado p-aminoácidos 
en unos pocos péptidos, generalmente pequeños, que 
incluyen algunos péptidos de las paredes celulares bac- 
terianas y algunos antibióticos peptídicos. 

Es un hecho notable que todos los aminoácidos de 
las proteínas sean L-estereocisómeros. Cuando se forman 
compuestos quirales en reacciones químicas ordinarias, 
el resultado es unu mezcla racémica de isómeros D y L, 
que son difíciles de distinguir y aislar por el químico. Sin 
embargo, para los sistemas vivientes, los isómeros D y L 
son tan diferentes como la mano derecha y la izquierda. 
La formación de subestructuras estables y repetidas en 
las proteínas (Capítulo 4) requiere en general que los 
aminoácidos que las constituyen sean de una misma 
serie estereoquímica. Las células son capaces de sinte- 
tizar específicamente los isómeros L de los aminoácidos 
gracias a que los centros activos de los enzimas son 
asimétricos, lo que implica que las reacciones que cata- 
lizan sean estereoespecíficas. 
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FIGURA 3-5 Los 20 aminoácidos estándar de las proteínas. Las fór- 
mulas estructurales muestran el estado de ionización que predomina a 
pH 7,0. Las partes no sombreadas son comunes para todos los aminoá- 
cidos, las partes sombreadas en rojo son tos grupos R. Aunque el grupo 


Los aminoácidos se pueden clasificar según su grupo R 


El conocimiento de las propiedades químicas de los 
aminoácidos estándar es de vital importancia para la 
comprensión de la bioquímica. El tema se puede simpli- 
ficar agrupando los aminoácidos en cinco clases princi- 
pales basadas en las propiedades de sus grupos R (Tabla 
3-1), en especial su polaridad, o tendencia a interac- 
cionar con el agua a pH biológico (cerca de pH 7,0). La 
polaridad de los grupos R varía enormemente desde 
totalmente apolar o hidrofóbico (insoluble en agua) a 
altamente polar o hidrofílico (soluble en agua). Algunos 
aminoácidos son algo difíciles de caracterizar o no enca- 
jan perfectamente en ningún grupo, en especial en los 
casos de glicina, histidina y cisteína. Su asignación a 
uno u otro grupo es, más que absoluta, aproximada. 

En la Figura 3-5 se muestran las estructuras de los 
20 aminoácidos estándar, y algunas de sus propiedades 
se muestran en la Tabla 3-1. Dentro de cada clase exis- 
ten gradaciones de polaridad, tamaño y forma de los 
grupos R. 
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R de la histidina se muestra sin carga, su pK, (véase la Tabla 3-1) es tal 
que una fracción pequeña pero significativa de estos grupos está car- 
gada positivamente a pH 70. La forma protonada de la histidina se 
muestra en la parte superior del gráfico de la Figura 3-12b. 


Grupos R apolares alifáticos Los grupos R de esta clase de 
aminoácidos son apolares e hidrofóbicos. Las cadenas 
laterales de la alanina, valina, leucina e isoleucina, 
tienden a agruparse entre sí en las proteínas, estabilizando 
las estructuras proteicas a través de interacciones hidrofó- 
bicas. La glicina tiene la estructura más simple. Aunque 
se agrupa formalmente entre los aminoácidos apolares, su 
muy pequeña cadena lateral no contribuye al efecto hidro- 
fóbico. La metionina, uno de los dos aminoácidos que 
contienen azufre, tiene un grupo tioéter apolar en su cade- 
na lateral. La prolina tiene una cadena lateral alifática con 
una estructura cíclica distintiva. El grupo amino secunda- 
rio (imino) de los residuos de prolina tiene una conforma- 
ción rígida que reduce la flexibilidad estructural de las 
regiones polipeptídicas que contienen este aminoácido. 


Grupos R aromáticos La fenilalanina, la tirosina y el 
triptófano, con sus cadenas laterales aromáticas, son 
relativamente apolares (hidrofóbicos). Todas ellas pue- 
den contribuir al efecto hidrofóbico. El grupo hidroxilo de 
la tirosina puede formar puentes de hidrógeno y constitu- 
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RECUADRO 3-1 METODOS 


Absorción de la luz por las moléculas: 


Ley de Lambert-Beer 


Una gran variedad de biomoléculas absorben luz a 
longitudes de onda características, de la misma forma 
que el triptófano absorbe luz a 280 nm (véase la Fig. 
3-6). La medida de la absorción de la luz mediante un 
espectrofotómetro se utiliza para detectar e identifi- 
car moléculas y para calcular su concentración en 
disolución. La fracción de la luz incidente absorbida 
por una disolución a una longitud de onda determina- 
da está relacionada con el espesor de la capa absor- 
bente (paso óptico) y con la concentración de la 
especie absorbente (Fig.1). Estas dos relaciones se 
combinan en la ley de Lambert-Beer, 
lo 


ls, = eci 


en donde /, es la intensidad de la luz incidente, / es la 
intensidad de la luz transmitida, el cociente VIT, (el 
inverso del cociente en la fórmula) es la transmitan- 
cia, e es el coeficiente de absorción molar (en unida- 
des de litros por mol-centímetro), c es la concentra- 
ción de la especie absorbente (en moles por litro) y l 


intensidad 
de la luz 
incidente f, 


Lámpara Monocromador 


Cubeta de muestra 
con c moles/litro 
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ye un grupo funcional importante en algunos enzimas. La 
tirosina y el triptófano son significativamente más polares 
que la fenilalanina debido al grupo hidroxilo de la tirosina 
y al nitrógeno del anillo indólico del triptófano. 

El triptófano y la tirosina, y en mucho menor grado 
la fenilalanina, absorben la luz ultravioleta (Fig. 3-6; 
véase también el Recuadro 3-1). Esto explica la fuerte 
absorbancia de la luz característica de la mayoría de las 
proteínas a una longitud de onda de 280 nm, propiedad 
aprovechada por los investigadores en la caracteriza- 
ción de las proteínas. 


Grupos R polares sin carga Los grupos R de estos aminoá- 
cidos son más solubles en agua, o hidrofílicos, que los de 


FIGURA 3-6 Absorbancia de la luz ultravioleta por los aminoácidos 
aromáticos. Comparación de los espectros de absorción de luz de los 
aminoácidos aromáticos triptófano, tirosina y fenilalanina a pH 6,0. Los 
aminoácidos están presentes en cantidades equimolares (10° m) en 
condiciones idénticas. La absorción de la luz por el triptófano es cuatro 
veces mayor que la de la tirosina a una longitud de onda de 280 nm. 
Obsérvese que el máximo de absorbancia tanto para el triptófano como 
para la tirosina está cercano a una longitud de onda de 280 nm. La 
absorción de luz por la fenilalanina, generalmente contribuye poco a las 
propiedades espectroscópicas de las proteínas. 
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el paso óptico de la muestra que absorbe la luz (en 
centímetros). La ley de Lambert-Beer supone que la 
luz incidente es paralela y monocromática (de una 
única longitud de onda) y que las moléculas de disol- 
vente y de soluto están orientadas al azar. La expre- 
sión log /D) se denomina absorbancia y se designa 
por A. 

Es importante hacer notar que cada milímetro 
sucesivo de paso óptico de la solución absorbente en 
una cubeta de 1,0 cm no absorbe una cantidad cons- 
tante sino una fracción constante de la luz que incide 
en él. No obstante, con una capa absorbente de cami- 
no óptico fijo, la absorbancia A es directamente 
proporcional a la concentración del soluto absor- 
bente. 

El coeficiente de absorción molar varía con la 
naturaleza del compuesto absorbente, el disolvente, la 
longitud de onda, y también con el pH si la especie | 
absorbente de luz está en equilibrio con un estado de 
ionización que tiene diferentes propiedades de absor- 
bancia. 


FIGURA 1 Componentes principales de un 
espectrofotómetro. Una fuente de luz emite 
en un amplio espectro A continuación, el 
monocromador selecciona y transmite luz de 
una longitud de onda determinada. La luz 
monocromada pasa a través de la muestra 
situada en una cubeta de paso óptico ! y la | 
absorbancia de la muestra log U,/D es pro- 
porcional a la concentración de la especie 
absorbente. La luz transmitida se mide 
mediante un detector. 


Detector 


los aminoácidos apolares, debido a que contienen grupos 
funcionales que forman puentes de hidrógeno con el 
agua. En esta clase de aminoácidos se incluyen la seri- 
na, treonina, cisteína, asparagina y glutamina. La 
polaridad de la serina y treonina proviene de sus grupos 
hidroxilo y la de la asparagina y glutamina de sus grupos 
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FIGURA 3-7 Formación reversible de un puente disulfuro por oxida- 
ción de dos moléculas de cisteina. Los puentes disulfuro entre residuos 
de Cys estabilizan la estructura de muchas proteínas. 


amido. La cisteína es un caso especial porque su polari- 
dad, aportada por el grupo sulfihidrilo, es muy discreta. 
La cisteína es un ácido débil y puede establecer enlaces 
de hidrógeno débiles con el oxígeno o el nitrógeno. 

La asparagina y la glutamina son las amidas de otros 
dos aminoácidos que también se encuentran en las pro- 
teínas, aspartato y glutamato, respectivamente, a los 
que se hidrolizan fácilmente por ácido o base. La cisteí- 
na se oxida fácilmente formando un.aminoácido diméri- 
co unido covalentemente llamado cistina, en el que dos 
moléculas o residuos de cisteína están unidos a través 
de un enlace disulfuro (Fig. 3-7). Los residuos unidos 
por un enlace disulfuro son fuertemente hidrofóbicos 
(apolares). Los enlaces disulfuro desempeñan un papel 
especial en la estructura de muchas proteínas al formar 
uniones covalentes entre partes de moléc 
proteína o entre dos cadenas protei 


Grupos R cargados positivamente (básicos) Los grupos R 
más hidrofílicos son aquellos que están cargados positi- 
va o negativamente. Los aminoácidos en los que los 
grupos R tienen una carga neta positiva a pH 7,0 son la 
lisina, que tiene un grupo amino primario adicional en 
la posición e de su cadena alifática; la arginina, que 
tiene un grupo guanidinio cargado positivamente; y la 
histidina que contiene un grupo imidazol aromático. Al 
ser el único aminoácido común que posee una cadena 
lateral ionizable con un pX, próximo a la neutralidad, la 
histidina tanto puede estar cargada positivamente 
(forma protonada) como no tener carga a pH 7,0. Los 
residuos de His facilitan muchas reacciones catalizadas 
por enzimas al servir de dadores/aceptores de protones. 


Grupos R cargados negativamente (ácidos) Los dos ami- 
noácidos que tienen grupos R con una carga neta nega- 
tiva a pH 7,0 son el aspartato y el glutamato, cada uno 
de los cuales tiene un segundo grupo carboxilo. 


Los aminoácidos no estándar tienen también 
importantes funciones 


Además de los 20 aminoácidos estándar, las proteínas 
pueden contener residuos creados por modificación de 
los residuos estándar ya incorporados a un polipéptido 
(Fig. 3-8a). Entre los aminoácidos no estándar están la 
4-hidroxiprolina, que es un derivado de la prolina y la 
5-hidroxilisina, derivada de la lisina. La primera se 
encuentra en la pared celular de plantas y ambas se 
encuentran en el colágeno, una proteína fibrosa del teji- 
do conjuntivo, La 6-N-metil-lisina es un constituyente 
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de la miosina, una proteína contráctil del músculo. Otro 
aminoácido no estándar importante es el y-carboxiglu- 
tamato que se encuentra en la proteína protrombina 
que interviene en la coagulación de la sangre, así como 
en ciertas otras proteínas que unen Ca** como parte de 
su función biológica. Más compleja es la desmosina, 
que es un derivado de cuatro residuos diferentes de Lys 
y que se encuentra en la proteína fibrosa elastina. 

La selenocisteína y la pirrolisina son dos casos 
especiales. Estos residuos raros no son el resultado de 
una modificación postsintética, sino que son introduci- 
dos durante la síntesis de proteínas gracias a una adap- 
tación poco frecuente del código genético descrito en el 
Capítulo 27. La selenocisteína contiene selenio en lugar 
del azufre de la cisteína. La selenocisteína, que de hecho 
proviene de la serina, se encuentra en sólo unas pocas 
proteínas conocidas. La pirrolisina se encuentra en un 
limitado número de proteínas de varias arqueas metano- 
génicas (productoras de metano) y en una bacteria; 
desempeña su función en la biosíntesis de metano. 

Algunos de los residuos aminoácidos de una proteí- 
na pueden ser modificados de forma transitoria para” 
alterar la función de la proteína. La adición de grupos 
fosforilo, metilo, acetilo, adenililo, ADP-ribosilo u otros 
a aminoácidos específicos puede aumentar o disminuir 
la actividad de la proteína (Fig. 3-8b). La fosforilación 
es una modificación reguladora muy común. La estrate- 
gia reguladora consistente en la modificación covalente 
de proteínas se discute con más detalle en el Capítulo 6. 

Se han encontrado alrededor de otros 300 aminoáci- 
dos en las células. Tienen funciones diversas pero no for- 
de proteínas. La ornitina y la citrulina (Fig. 
3-8c) merecen mención especial porque son intermedia- 
rios clave (metabolitos) en la biosíntesis de la arginina 
(Capítulo 22) y en el ciclo de la urea (Capítulo 18). 


Los aminoácidos pueden actuar como ácidos y como bases 


Los grupos amino y carboxilo de los aminoácidos, junto 
con los grupos R ionizables de algunos aminoácidos, 
actúan como ácidos y bases débiles. Cuando un aminoá- 
cido sin grupo R ionizable se disuelve en agua a pH 
neutro, se encuentra en solución en forma de ion dipo- 
lar, o zwitterion (en alemán “ion híbrido”), que puede 
actuar como ácido o como base (Fig. 3-9). Las sustan- 
cias con esta naturaleza dual son anfóteras y, a menu- 
do, se denominan anfolitos, (de “electrolitos anfóte- 
ros”). Un a-aminoácido sencillo monoamínico y mono- 
carboxílico, tal como la alanina, es un ácido diprótico 
cuando está totalmente protonado; tiene dos grupos, el 
grupo —COOH y el grupo —NH;, que se pueden liberar 
protones: 


H H+ H Ht 
E e A EN 7 R—C—COO” 
- + 
Carga NH; NH3 NH- 
neta: +1 - (5) —1 


Los aminoácidos tienen curvas de titulación características 
La titulación ácido-base implica la adición o eliminación 
gradual de protones (Capítulo 2). La Figura 3-10 
muestra la curva de titulación de la forma diprótica de 
la glicina. Los dos grupos ionizables de la glicina, el 
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FIGURA 3-8 Aminoácidos no estándar. (a) Algunos aminoácidos 
no estándar encontrados en proteínas. La mayoría provienen de 
aminoácidos estándar. (Obsérvese el uso alternativo de números o 
de letras griegas en los nombres de estas estructuras para identiti- 
car los átomos de carbono alterados.) Los grupos funcionales extra 
añadidos a través de reacciones de modificación se muestran en 
rojo. La desmosina se forma a partir de cuatro residuos de Lys, (los 
cuatro esqueletos carbonados están sombreados en rojo pálido), La 
selenocisteína y la pirrolisina son excepciones: estos dos aminoáci- 
dos se añaden durante la síntesis proteica normal mediante una 
expansión altamente especializada del código genético estándar 
descrita en el Capítulo 27. Ambos se encuentran en un número muy 
pequeño de proteínas, (b) Modificaciones reversibles de aminoáci- 
dos implicadas en la regulación de la actividad de proteínas. La fos- 
forilación es la modificación covalente reguladora más frecuente. (c) 
Ornitina y citrufina, que no se encuentran en proteínas, son interme- 
diarios en la biosíntesis de arginina y en el cicio de la urea. 
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grupo carboxílico y el grupo amino, se titulan con una 
base fuerte como el NaOH, La gráfica tiene dos etapas 
distintas, que corresponden a la desprotonación de dos 
grupos diferentes de la glicina. Cada una de las etapas 
se asemeja en su forma a la curva de titulación de un 
ácido monoprótico tal como el ácido acético (véase la 
Fig. 2-17), y puede analizarse de la misma manera. A pH 
muy bajo, la especie iónica predominante de la glicina 
es *H,N—CH,—COO0H, la forma totalmente protonada. 
En la primera etapa de la titulación, el grupo —COOH 
de la glicina pierde su protón. En el punto medio de 
esta epata existen concentraciones equimolares del 
dador de protones (*H,N—CH,—C00H) y del aceptor 
de protones (*H,N-—CH,—C003). Como ocurre en la 
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FIGURA 3-9 Formas no iónica y zwitteriónica de los aminoácidos. La 
forma no iónica no se encuentra en cantidades significativas en disolu- 
ciones acuosas. El zwitterion predomina a pH neutro. Un zwítterion 
puede actuar como ácido (dador de protones) o como base (aceptor de 
protones). 


titulación de cualquier ácido débil, en este punto medio 
se alcanza un punto de inflexión en que el pH es igual al 
pK, del grupo protonado que se está titulando (véase la 
Fig. 2-18). Para la glicina, el pH en el punto medio es 
2,34 y por lo tanto su grupo —COOH tiene un pK, (rotu- 
lado como pK, en la Fig. 3-10) de 2,34. (Recuérdese del 


Capítulo 2 que pH y pK, son simple notaci 
útiles de la concentración de protones 
de equilibrio de ionización, respectiv: . El pK, 


una medida de la tendencia de un grupo a ceder un 
protón, tendencia que disminuye en un factor de 10 
cada vez que el pX, se incrementa en una unidad). A 
medida que avanza la titulación de la glicina se alcanza 
otro punto importante a pH 5,97. Aquí hay otro punto 
de inflexión en el que la eliminación del primer protón 
es prácticamente completa mientras que tan sólo se ha 
iniciado la eliminación del segundo. A este pH la glicina 
se encuentra mayoritariamente en forma del ion dipolar 
(zwitterion) *H,N—CH,—C00, Pronto volveremos 
sobre el significado de este punto de inflexión en la 
curva de titulación (señalado como pl en la Fig. 3-10). 

La segunda etapa de la titulación corresponde a la 
eliminación de un protón del grupo -——NH; de la glicina. 
El pH en el punto medio de esta etapa es 9,60, igual al 
pK, (rotulado pK, en la Fig. 3-10) del grupo —NH;. La 
titulación es prácticamente completa a un pH alrededor 
de 12, en donde la forma predominante de la glicina es 
H,N-—CH,-—C00. 

A partir de la curva de titulación de la glicina se 
pueden deducir diversas informaciones interesantes. 
En primer lugar, da una medida cuantitativa del p, de 
cada uno de los dos grupos ionizables: 2,34 para el 
—C00H y 9,60 para el grupo —NH;. Obsérvese que el 
grupo carboxilo de la glicina es más de 100 veces más 
ácido (se ioniza más fácilmente) que el grupo carboxilo 
del ácido acético, que, como vimos en el Capítulo 2, 
tiene un pK, de 4,76, cercano al promedio para un grupo 
carboxílico unido a un hidrocarburo alifático sin más 
sustituyentes. La perturbación del pX, de la glicina está 
causada principalmente por el cercano grupo amino 
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FIGURA 3-10 Titulación de un aminoácido. Se muestra aquí la curva 
de titulación de glicina 0,1 m a 25°C. La especie iónica predominante en 
puntos clave de la titulación se muestran encima de la gráfica. Los 
recuadros sombreados, centrados alrededor de pK = 2,34 y pK, = 9,60 
indican las regiones de máximo poder tamponante. Observe que 1 equi- 
valente de OH = 0,1 m NaOH añadido. 


positivamente del átomo de carbono a, un 

ctronegativo que tiende a atraer electrones 
como se describe en la Figura 3-11. Las cargas opues- 
tas en el zwitterion resultante tienen un efecto estabili- 
zante. De modo similar, el p, del grupo amino de la 
glicina es menor que el pX, medio de un grupo amino. 
Este efecto es debido en parte a los átomos de oxígeno 
electronegativos del grupo carboxilo, que tienden a 
atraer electrones hacia ellos, aumentando así la tenden- 
cia del grupo amino a ceder un protón. Por tanto, el 
grupo a-amino tiene un pA', menor que el de una amina 
alifática como la metilamina (Fig. 3-11). En resumen, el 
pK, de cualquier grupo funcional está fuertemente afec- 
tado por su entorno químico, un fenómeno que a veces 
es utilizado en los sitios activos de los enzimas para 
promover mecanismos de reacción exquisitamente 
adaptados que dependen de los valores perturbados de 
los pK, de grupos dadores/aceptores de protones de 
residuos específicos. 

La segunda información que proporciona la curva 
de titulación de la glicina es que este aminoácido tiene 
dos regiones con capacidad tamponante. Una de estas 
es la porción relativamente plana de la curva que abarca 
alrededor de una unidad de pH a cada lado del primer 
pK, de 2,34, lo que indica que la glicina es un buen tam- 
pón cerca de este pH. La otra zona de tamponamiento 
está centrada alrededor de pH 9,60. (Obsérvese que la 
glicina no es un buen tampón al pH del fluido intracelu- 
lar o de la sangre, que es de alrededor de 7,4.) Dentro 
de los márgenes de tamponamiento de la glicina, se 
puede utilizar la ecuación de Henderson-Hasselbalch 
para calcular las proporciones de especies dadora y 
aceptora de protones de la glicina que se requieren para 
preparar un tampón a un pH determinado. 
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opuestas hacen bajar el pK, 
al estabilizar el zwitterion. 


FIGURA 3-11 Efecto del entorno químico en el pK. Los valores de pK, 


para los grupos ¡onizables de la glicina son menores que los de los gru- 
pos amino y carboxilo sustituidos simplemente por un metilo. Estas per- 


La curva de titulación predice la carga eléctrica 
de los aminoacidos 


Otra información importante deducida de k 
titulación de un aminoácido es la relación entre Sut 
eléctrica neta y el pH de la disolución. A pH 5,97, ba 
de inflexión entre las dos etapas de su curva de titula- 
ción, la glicma está presente de manera predominante 
en su forma dipolar, totalmente ionizada pero sin carga 
eléctrica neta (Fig. 3-10). El pH característico en que la 
carga eléctrica neta es cero se denomina punto 
isoeléctrico o pH isoeléctrico, designado pI. En el 
caso de la glicina, que no tiene grupo ionizable en su 
cadena lateral, el punto isoeléctrico es simplemente la 
media aritmética de los dos valores de pX: 


_— 
9 


— (PK, + pKa) = -> (2,34 + 9,60) = 5,97 


Como resulta evidente de la Figura 3-10, la glicina tiene 
una carga neta negativa a cualquier pH por encima de 
su pl, por lo que se desplazará hacia el electrodo positi- 
vo (el ánodo) cuando se coloque en un campo eléctrico. 
A cualquier pH por debajo de su pl, la glicina tiene una 
carga neta positiva, y se desplazará hacia el electrodo 
negativo (el cátodo). Cuanto más alejado esté el pH de 
una disolución de glicina de su punto isoeléctrico, 
mayor será la carga eléctrica neta de la población de 
moléculas de glicina. Por ejemplo, a pH 1,0 la glicina se 
encuentra enteramente en su forma *H,N—CH,—C00H 
con una carga positiva neta de 1,0. A pH 2,34, en el que 
hay una mezcla paritaria de *H,N—CH,—CO0H y 
*H¿N—CH,—C00;, la carga positiva neta o promedio es 
de 0,5. De la misma manera se puede predecir el signo 
y la magnitud de la carga neta de cualquier aminoácido 
a cualquier pH. 


electronegativos del grupo 
carboxito atraen electrones del 
grupo amino, disminuyendo su pK- | 


turbaciones que hacen bajar el pK, son debidas a interacciones intramo- 
ieculares. Efectos similares pueden ser causados por grupos químicos 
que resultan estar posicionados en las cercanías de un grupo ionizable, 
por ejemplo, en el sitio activo de un enzima. 


Los aminoácidos difieren en sus propiedades ácido-base 


prppiaconet compartidas por muchos aminoácidos 
Yu simplificaciones generales acerca de 
| ento ácido-base. En primer lugar, todos 
los BENET con un solo grupo a-amino, un solo 
grupo a-carboxilo y un grupo R no ionizable tienen cur- 
vas de titulación parecidas a la de la glicina (Fig. 3-10). 
Estos aminoácidos tienen valores de pX, muy similares, 
aunque no idénticos: el pK, de los grupos —COOH está 
en el intervalo de 1,8 a 2,4 y el pK” de los grupos —NH; 
en el intervalo de 8,8 a 11,0 (Tabla 3-1). Las diferencias 
en los valores de pK, reflejan el entorno químico que 
representan sus grupos R. En segundo lugar, los ami- 
noácidos con un grupo R ionizable tienen curvas de 
titulación más complejas, con tres etapas correspon- 
dientes a los tres pasos de ionización posibles; tienen 
por tanto tres valores de pK,. La etapa adicional debida 
a la titulación del grupo R ionizable se fusiona en cierto 
grado con la de la titulación el grupo a—carboxilo, con la 
de la titulación del grupo a--amino o con las dos. En la 
Figura 3-12 se muestran las curvas de titulación de dos 
aminoácidos de este tipo, glutamato e histidina. Los 
puntos isoeléctricos reflejan la naturaleza de los grupos 
R ionizables presentes. Por ejemplo, el glutamato tiene 
un pl de 3,22, considerablemente inferior al de la glici- 
na. Esto es el resultado de la presencia de dos grupos 
carboxilo que, en el promedio de sus valores de pK, 
(3,22) contribuyen con una carga negativa neta de -1 
que equilibra la de +1 debida al grupo amino. De modo 
semejante, el pI de la histidina, con dos grupos cargados 
positivamente cuando están protonados, es de 7,59 (el 
promedio de los valores de pX, de los grupos amino e 
imidazol), mucho mayor que el de la glicina. 
Finalmente, y como se ha indicado anteriormente, 
en las condiciones generales de exposición libre y abier- 
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FIGURA 3-12 Curvas de titulación de (a) glutamato y (b) histidina. E! 9K, del grupo R se designa pK, 


ta al entorno acuoso, sólo la histidina tiene un grupo R 
(pK, = 6,0) que proporciona poder tamponante signifi- 
cativo al pH cercano a la neutralidad presente normal- 
mente en los fluidos extra e intracelulares de la mayoría 
de animales y bacterias (Tabla 3-1). 


RESUMEN 3.1 Aminoácidos 


M Los 20 aminoácidos que se encue 

te como residuos en las proteínas contienen un grup 
a-carboxilo, un grupo e-amino y un grupo R caracterís- 
tico unido al carbono æ. El átomo de carbono a de todos 
los aminoácidos excepto la glicina es asimétrico, por lo 
que los aminoácidos pueden existir en al menos dos 
formas estereoisoméricas. En proteínas tan solo se 
encuentran los estereoisómeros L, cuya configuración 
está relacionada con la de la molécula de referencia, 
L-gliceraldehído. 

E También existen otros aminoácidos menos comu- 
nes, ya sea como constituyentes de las proteínas 
(mediante la modificación de los aminoácidos estándar 
después de la síntesis de proteínas) o como metabolitos 
libres. 

E Los aminoácidos se clasifican en cinco tipos en base 
a la polaridad y carga de sus grupos R (a pH 7). 

E Los aminoácidos se diferencian en sus propiedades 
ácido-base y tienen curvas de titulación características. 
Los aminoácidos monoamino-monocarboxílicos (con 
grupos R no ionizables) son ácidos dipróticos 
('H,NCH(R)C00H) a pH bajo y existen en diversas 
formas diferentes al ir aumentando el pH. Los aminoáci- 
dos con grupos R ionizables poseen especies iónicas 
adicionales, en función del pH del medio y del pK, del 


grupo R. 


3.2 Péptidos y proteínas 


Ahora nos ocuparemos de los polímeros de los aminoá- 
cidos, los péptidos y las proteínas. Los polipéptidos 
que se encuentran en la naturaleza varían en tamaño 
desde pequeñas moléculas que contienen dos o tres 


aminoácidos a moléculas muy grandes que contienen 
miles de ellos. Aquí nos centraremos en las propiedades 
químicas fundamentales de estos polímeros. 


Los péptidos son cadenas de aminoácidos 


Dos moléculas de aminoácidos se pueden unir de forma 
covalente a través de un enlace amida sustituido, deno- 
nlace peptídico, con formación de un dipép- . 

: e enlace se forma por eliminación de los ele- 
mentos del agua (deshidratación) del grupo a-carboxilo 
de un aminoácido y el grupo a-amino de otro (Fig. 
3-13). La formación del enlace peptídico es un ejemplo 
de una reacción de condensación, que es un tipo de 
reacción frecuente en las células vivas. En condiciones 
bioquímicas normales, el equilibrio de la reacción que se 
muestra en la Figura 3-13 favorece a los aminoácidos 
por encima del dipéptido. Para conseguir que la reac- 
ción sea termodinámicamente más favorable, es necesa- 
rio modificar o activar químicamente el grupo carboxilo 
de modo que su grupo hidroxilo pueda ser eliminado 
más fácilmente. Al final de este capítulo se esquematiza 
una aproximación química a este problema. La aproxi- 
mación biológica a la formación del enlace peptídico es 
un tema principal del Capítulo 27. 

Es posible unir tres aminoácidos mediante dos enla- 
ces peptídicos para formar un tripéptido; de manera 
similar se pueden unir cuatro aminoácidos para dar un 
tetrapéptido, cinco para formar un pentapéptido y así 
sucesivamente. Cuando se unen unos pocos aminoáci- 
dos de este modo, la estructura resultante se denomina 
oligopéptido. Cuando se unen muchos aminoácidos el 
producto se denomina polipéptido. Las proteínas pue- 
den tener miles de residuos aminoácidos. Aunque a 
veces los términos “polipéptido” y “proteína” son inter- 
cambiables, las moléculas denominadas polipéptidos 
tienen generalmente masas moleculares inferiores a 
10.000 y los que se denominan proteínas tienen masas 
moleculares superiores. 

La Figura 3-14 muestra la estructura de un penta- 
péptido. Como ya se ha indicado, las unidades de ami- 
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FIGURA 3-13 Formación de un enlace peptidico por condensación. El 
grupo a-amino de un aminoácido (con el grupo R?) actúa como nucleó- 
filo desplazando el grupo hidroxilo de otro aminoácido (con el grupo R`}, 
para formar un enlace peptídico (sombreado en rojo pálido). Los grupos 
amino son buenos nucieófilos, pero el grupo hidroxilo es un mal grupo 
saliente por lo que no es desplazado fácilmente. A pH fisiológica, la 
reacción, tal como se muestra, no tiene lugar de forma apreciable. . 


noácido de un péptido se denominan frecuentemente 
residuos (la parte que queda tras perder los elementos 
del agua, un átomo de hidrógeno de su grupo amino y el 
hidroxilo de su grupo carboxilo). El residuo aminoácido 
del extremo de un péptido que tiene un grupo a-amino 
libre es el residuo amino-terminal (o N-terminal); el 
residuo del otro extremo, que tiene un grupo carboxilo 
libre, es el residuo carboxilo-terminal (C-terminal). 


>) Convención Clave: Cuando se escribe la secuencia de 
un péptido, polipéptido o proteína, el extremo ami- 
no-terminal se coloca a la izquierda y el extremo car- 
boxilo-terminal a la derecha. La secuencig $e le à 
izquierda a derecha empezando por el regte 

no-terminal. <4 


Aunque la hidrólisis de un enlace peptídico es una 
reacción exergónica, sólo tiene lugar lentamente debido 
a su alta energía de activación (véase la p. 28). En con- 
secuencia, los enlaces peptídicos de las proteínas son 
muy estables, con una vida media (t,) de alrededor de 
7 años en la mayoría de condiciones intracelulares. 


Los péptidos pueden distinguirse por su comportamiento 

de ionización 

Los péptidos contienen tan solo un grupo a-amino y un 
grupo a-carboxilo libres, uno en cada extremo de la 
cadena (Fig. 3-15). Estos grupos se ionizan de la 
misma manera que lo hacen en los aminoácidos libres. 
Los grupos a-amino y a-carboxilo de todos los aminoá- 
cidos no terminales están unidos covalentemente en 
forma de enlaces peptídicos, que no se ionizan y, por 
tanto, no contribuyen al comportamiento total ácido-ba- 
se de los péptidos. No obstante, los grupos R de algunos 
aminoácidos pueden ionizarse (Tabla 3-1), y contribu- 
yen en un péptido a las propiedades ácido-base globales 
de la molécula (Fig. 3-15). Por tanto, puede predecirse 
el comportamiento ácido-base de un péptido a partir de 
sus grupos a-amino y a-carboxilo libres y de la natura- 
leza y número de sus grupos R ionizables, 

Al igual que los aminoácidos libres, los péptidos 
tienen curvas de titulación características y pH isoeléc- 
tricos (pl) característicos en los que no sufren despla- 
zamiento en un campo eléctrico. Estas propiedades se 
aprovechan en algunas de las técnicas utilizadas para 
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FIGURA 3-14 El pentapéptido serilgliciltirosilalanilleucina, o Ser-Gly- 
Tyr-Ala-Leu, o SGYAL. Los péptidos se nombran empezando por el resi- 
duo amino-terminal que, por convención, se sitúa a la izquierda. Los 
enlaces peptídicos se muestran sombreados en rojo pálido y los grupos 
R en rojo. 


Extremo 
carboxito-terminal 


separar péptidos y proteínas, como veremos posterior- 
mente en este capítulo. Debe ponerse de relieve que el 
valor del pX, de un grupo R ionizable puede cambiar 
algo cuando un aminoácido se convierte en el residuo 
de un péptido. La pérdida de carga en los grupos a-car- 
boxilo y a-amino, las interacciones con otros grupos R 
del péptido, y otras condiciones del entorno pueden 
afectar al pK,. Los valores de pK', para los grupos R que 
se muestran en la Tabla 3-1 pueden ser una guía útil 
para deducir el intervalo de pH en que un determinado 
grupo se ionizará, pero no pueden aplicarse estricta- 
mente a los aminoácidos que pasan a formar parte de un 
péptido. 


Ke po biológicamente activos 

YH una gran variedad de composición 
y tamano 
No es posible generalizar acerca de las masas molecula- 
res de los péptidos y protemas biológicamente activos 
en relación con su función. La longitud de los péptidos 
naturales varía entre dos aminoácidos y muchos miles 
de residuos. incluso los péptidos más pequeños pueden 
tener efectos biológicamente importantes. Considere 
por ejemplo el dipéptido sintético comercial L-aspar- 
til-L-fenilalanina metil éster, un edulcorante artificial 
más conocido como aspartamo o NutraSweet. 


NH3 
Ala CH—cH, 
o=¢ 
NH 
Glu CH—CH,—CH,—COO 
o=¢ 
NH 
Gly Ln, 
9=c 
NH 
Lys LH—CH,—CH,—CH,—CH—ÑH. 
a 


FIGURA 3-15 Alanilglutamilglicillisina. Este tetrapéptido tiene un 
grupo a-amino libre, un grupo a-carboxilo libre, y dos grupos R ioniza- 
bles. Los grupos ¡onizados a pH 7,0 se muestran en rojo. 
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TABLA 3-2 Datos moleculares de algunas proteinas 
de residuos de cadenas polipeptídicas 
 Citocromo c (humano) i 12.400 = 104 ma 1 
| Ribonucleasa A (páncreas bovino) 13.700 124 1 
| Lisozima (clara de huevo de gallina) 14.300 129 1 
| Mioglobina (corazón de caballo) 16.700 153 1 
 Quimotripsina (páncreas bovino) 25.200 241 3 | 
- Quimotripsinógeno (bovino) 25.700 245 1 
- Hemoglobina (humana) 64.500 574 4 
- Albúmina sérica (humana) 66.000 609 1 
- Hexoquinasa (levadura) 107,900 972 2 
| RNA polimerasa (E. coli) 450.000 4.158 5 
 Apolipoproteína B (humana) 513.000 4.536 l 
` Glutamina sintetasa (E. coli) 619.000 5.628 12 
| Titina (humana) 2.993.000 26.926 E 1 


pe 


CH O CH, O 


H3N—CH—C—N—CH—C—OCH 


1-Aspartil-:-fenilalanina metil éster 
(aspartamo) 


Muchos péptidos pequeños tiene (DE 
traciones muy bajas. Por ejemplo, diversas hormonas de 
vertebrados son péptidos pequeños (Capítulo 23). 
Entre éstas se incluye la oxitocina (nueve residuos ami- 
noácidos), que es secretada por la hipófisis posterior y 
estimula las contracciones uterinas, y el factor liberador 
de la tirotropina (tres residuos), que se forma en el 
hipotálamo y estimula la liberación de otra hormona, la 
tirotropina, de la hipófisis anterior. Algunos venenos de 
setas extremadamente tóxicos, tales como la amanitina, 
también son péptidos pequeños, lo mismo que muchos 
antibióticos. 

¿Qué longitud tienen las cadenas polipeptídicas de 
las proteínas? Tal como muestra la Tabla 3-2, la longitud 
varía considerablemente. El citocromo c humano tiene 
104 residuos aminoácidos unidos en una única cadena; 
el quimotripsinógeno bovino tiene 245 residuos. En el 
extremo se encuentra la titina, un constituyente del 
músculo de los vertebrados, que tiene cerca de 27.000 
residuos aminoácidos y una masa molecular de alrede- 
dor de 3.000.000. La inmensa mayoría de los polipépti- 
dos naturales son mucho más pequeños y contienen 
menos de 2.000 residuos aminoácidos. 

Algunas proteínas consisten en una sola cadena 
polipeptídica, pero otras, denominadas proteínas con 
subunidades múltiples, tienen dos o más polipéptidos 
asociados de forma no covalente (Tabla 3-2). Las cade- 
nas polipeptídicas individuales en una proteína con 
múltiples subunidades pueden ser idénticas o diferen- 
tes. Si como mínimo dos son idénticas, la proteína se 
denomina oligomérica, y las subunidades idénticas 
(constituidas por una o más cadenas polipeptídicas) se 
denominan protómeros. La hemoglobina, por ejemplo, 


tiene cuatro subunidades polipeptídicas: dos cadenas a 
idénticas y dos cadenas f idénticas, unidas todas ellas 
entre sí por interacciones no covalentes. Cada subuni- 
dad a está unida de forma idéntica con una subunidad 
3 dentro de la estructura de esta proteína con múltiples 
subunidades, de forma que la hemoglobina puede con- 
siderarse bien como un tetrámero de cuatro subunida- 
des polipeptídicas o un dímero de protómeros af. 


A ION. pocas proteínas contienen una o más cadenas 
ATP dicas unidas covalentemente. Por ejemplo, las ` 


dos cadenas polipeptídicas de la insulina están unidas 
entre sí a través de puentes disulfuro. En estos casos, 
los polipéptidos individuales no se consideran subuni- 
dades, sino que se suelen denominar simplemente 
cadenas. 

La composición de aminoácidos de las proteínas es 
también altamente variable. En una proteína casi 
nunca se encuentran los 20 aminoácidos en cantidades 
iguales. Algunos se dan tan solo una vez, o ninguna, en 
un tipo determinado de proteína mientras que en otras 
se dan numerosas veces. La Tabla 3-3 muestra la com- 
posición amimoacídica del citocromo c bovino y del 
quimotripsinógeno, el precursor inactivo del enzima 
digestivo quimotripsina. Estas dos proteínas, con fun- 
ciones muy diferentes, también difieren significativa- 
mente en las cantidades relativas de cada tipo de 
residuo aminoácido. 

Se puede calcular el número aproximado de resi- 
duos aminoácidos de una proleína sencilla que no con- 
tenga ningún otro grupo químico, dividiendo su masa 
molecular por 110. Aunque la masa molecular media de 
los 20 aminoácidos estándar es alrededor de 138, en la 
mayoría de proteínas predominan los aminoácidos más 
pequeños. Si se tienen en cuenta las proporciones en 
que se presentan los distintos aminoácidos en una pro- 
teína estándar (Tabla 3-1; el valor promedio se determi- 
na analizando las composiciones aminoacídicas de más 
de 1.000 proteínas diferentes), la masa molecular media 
está próxima a 128. Dado que se elimina una molécula 
de agua (M_ 18) para crear cada enlace peptídico, la 
masa molecular media de un residuo aminoácido en una 
proteína está alrededor de 128 —- 18 = 110. 
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Algunas proteínas contienen grupos químicos diferentes 
a los aminoácidos 


Muchas proteínas, tales como los enzimas ribonucleasa 
y quimotripsina, contienen sólo aminoácidos y ningún 
otro grupos químico adicional; a este tipo de proteínas 
se las considera proteínas simples. Sin embargo, algu- 
nas proteínas contienen componentes químicos diferen- 
tes a los aminoácidos asociados permanentemente; 
estas proteínas se denominan proteínas conjugadas. 
La parte no aminoacídica de una proteína conjugada se 
denomina usualmente grupo prostético. Las proteínas 
conjugadas se clasifican según la naturaleza química de 
su grupo prostético (Tabla 3-4); por ejemplo, las lipo- 
proteínas contienen lípidos, las glucoproteínas con- 
tienen grupos glucídicos, y las metaloproteínas con- 
tienen un metal específico. Algunas proteínas contienen 
más de un grupo prostético. Normalmente el grupo 
prostético juega un papel importante en la función bio- 
lógica de la proteína. | 


RESUMEN 3.2 Péptidos y proteínas 


MM Los aminoácidos pueden unirse covalentemente 
para formar péptidos y proteínas. Las células contienen 


TABLA 3-3 


generalmente miles de proteínas diferentes, cada una 
de ellas con una actividad biológica distinta. 

MM Las proteínas pueden ser cadenas polipeptídicas 
muy largas de 100 a varios millares de residuos aminoá- 
cidos. Sin embargo, algunos péptidos naturales tienen 
sólo unos pocos aminoácidos. Algunas proteínas están 
compuestas por varias cadenas polipeptídicas asociadas 
no covalentemente que reciben el nombre de subunida- 
des. 

E Las proteínas simples generan tan solo aminoácidos 
después de la hidrólisis; las proteínas conjugadas con- 
tienen algún otro componente adicional, como por 
ejemplo un metal o un grupo prostético orgánico. 


3.3 Trabajar con proteínas 


El conocimiento bioquímico sobre la estructura y fun- 
ción de las proteínas procede del estudio de muchas 
proteínas individuales. Para estudiar una proteína con 
cierto detalle es necesario separarla del resto de proteí- 
nas y disponer de técnicas que permitan determinar sus 
propiedades. Los métodos necesarios provienen de la 
química de proteínas, disciplina tan antigua como la 
bioquímica y que mantiene una posición central en la 
investigación bioquímica. 


Composición de aminoacidos de dos proteinas 


Car dparioi o 
| de residuos Porcentaje de residuos Porcentaje | 
' Aminoácido por molécula del total? por molécula del total* | 
Ala $ 6 22 9 
Arg 2 2 4 1,6 | 
Asn 5 5 14 5,7 | 
ASp 3 3 9 3,7 | 
Cys 2 2 10 4 | 
Gin 3 3 10 y 
Glu 9 9 5 2 
Gly 14 13 23 9,4 
His 3 3 2 0,8 
lle 6 6 10 4 
Leu 6 6 19 7,8 
Lys 18 17 14 5,7 
Met 2 ps 2 0,8 
Phe 4 4 6 2,4 
Pro 4 4 9 3,7 
Ser 1 l 28 11,4 
Thr 8 8 23 9,4 | 
Trp 1 ] 8 3,3 | 
| Tyr 4 4 4 1,6 | 
Val 3 3 23 9,4 | 
Total 104 102 245 99,7 


Nota: En algún tipo de análisis, corno en la hidrólisis ácida, Asp y Asn no se distinguen y se designan Asx (o B). 
De manera similar no es posible distinguir Glu y Gin, que se designan Glx (o Z). Además, se destruye el Trp . 
procedimientos adicionales 


Deben emplearse 


“Los porcentajes no suman 100% a causa del redondeo. 


para determinar correctamente el contenido total en aminoácidos. 
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TABLA 3-4 Proteínas conjugadas 
| Clase prostético 
Lipoproteínas Lípidos 


Glúcidos 
Grupos fosfato 


Glucoproteínas 
Fosfoproteínas 
Hemoproteínas 


Cobre 


Las proteínas se pueden separar y purificar 


Una preparación pura de una proteína es esencial para 
poder determinar sus propiedades y su actividad. Pues- 
to que las células contienen miles de tipos diferentes de 
proteínas, ¿cómo puede purificarse una proteína? Los 
métodos clásicos de separación de proteínas aprove- 
chan propiedades que varían de una proteína a otra, 
entre las que se incluye el tamaño, la carga y las propie- 
dades de unión. A estos métodos se han añadido, duran- 
te las décadas recientes, otros nuevos como el clonaje 
de DNA y la secuenciación de genomas que pueden 


simplificar el proceso de cent prote MAS, 
la 


Estos métodos modernos, presentado (e) E 
8 y 9, suelen modificar artificialmente aa ptr 
ficar adicionando unos pocos o muchos aminoácidos a 
uno de los extremos o a ambos. De este modo, la simpli- 
ficación del proceso puede implicar una alteración 
potencial de la actividad de la proteína purificada. La 
purificación de proteínas en su estado nativo (la forma 
en la que funcionan en la célula) suele basarse en los 
métodos aquí descritos. 

La fuente de una proteína son generalmente células 
tisulares o microbianas. El primer paso en cualquier puri- 
ficación de proteínas es la rotura de estas células para 
liberar sus proteínas en una solución denominada extrac- 
to crudo. En caso necesario puede utilizarse la centrifu- 
gación diferencial para preparar fracciones subcelulares o 
aislar determinados orgánulos (véase la Fig. 1-9). 

Una vez está a punto el extracto o la preparación de 
orgánulo, se dispone de diversos métodos para purificar 
una o más de las proteínas que contienen. Normalmen- 
te, el extracto se somete a tratamientos que separan las 
proteínas en diferentes fracciones en base a alguna 
propiedad tal como el tamaño o la carga, un proceso que 
se denomina fraccionamiento. Los pasos iniciales de 
fraccionamiento en una purificación utilizan diferencias 
en la solubilidad de las proteínas, que es una función 
compleja del pH, la temperatura, la concentración de sal 
y otros factores. La solubilidad de las proteínas disminu- 
ye en presencia de algunas sales, un efecto denominado 
“salting out” (salado). La adición de ciertas sales en 
cantidades apropiadas puede precipitar selectivamente 
algunas proteínas, permaneciendo las restantes en diso- 
lución. El sulfato amónico ((NH,),50,) es especialmen- 
te efectiva y a menudo se utiliza para precipitar proteí- 


Hemo (ferroporfirina) 


Flavoproteínas Nucleótidos de flavina 
Metaloproteínas Hierro 

Zine 

Calcio 

Molibdeno 


SUNAT 


Ejemplo | 

| 
Lipoproteína $, de la sangre | 
| 


inmunoglobulina G | 
Caseína de la leche 


Hemoglobina 

Succinato deshidrogenasa 
Ferritina | 
Alcohol deshidrogenasa 
Calmodulina 


Dinitrogenasa 
Plastocianina 


nas por salado. Las proteínas así precipitadas se sepa- 
ran de las que permanecen disueltas mediante centrifu- 
gación a baja velocidad. 

La disolución que contiene la proteína de interés 
debe pasar a menudo por otros procesos antes de que 
sean posibles pasos de purificación posteriores. La diá- 
lisis, por ejemplo, es un procedimiento que separa las 
proteínas de los solutos pequeños aprovechando el 
mayor tamaño de las proteínas. El extracto parcialmen- 
te purificado se coloca en un saco o tubo de membrana 
semipermeable. Cuando éste se suspende en un volu- 
men mucho mayor de disolución tamponada de fuerza 
ropiada, la membrana permite el intercambio 

pón, pero no de proteínas. De esta forma, la * 
diálisis retiene las proteínas grandes dentro del saco o 
tubo de membrana, mientras que permite que la con- 
centración de los demás solutos en la preparación de 
proteína cambie hasta llegar al equilibrio con la solución 
del exterior de la membrana. La diálisis puede utilizar- 
se, por ejemplo, para eliminar el sulfato amónico de una 
preparación de proteína. 

Los métodos más potentes para el fraccionamiento 
de proteínas utilizan la cromatografía de columna, 
que aprovecha las diferencias de carga, tamaño, afini- 
dad de unión, y otras propiedades de las proteínas (Fig. 
3-16). Un material sólido poroso de propiedades quími- 
cas adecuadas (la fase estacionaria) se introduce en una 
columna, y una disolución tamponada (la fase móvil) 
pasa a su través. La proteína, disuelta en la misma diso- 
lución tamponada de la fase móvil, se deposita en la 
parte superior de la columna. A continuación, va perco- 
lando a través de la matriz sólida, en forma de una 
banda que va expandiéndose continuamente dentro de 
la fase móvil. Las proteínas individuales migran más 
rápido o más lentamente a través de la columna depen- 
diendo de sus propiedades. 

La cromatografía de intercambio iónico apro- 
vecha las diferencias en el signo y la magnitud de las 
cargas eléctricas netas de las proteínas a un pH deter- 
minado (Fig. 3-17a). La matriz de la columna es un 
polímero sintético (resina) que tiene unidos grupos 
cargados; los que tienen unidos grupos aniónicos se 
denominan intercambiadores catiónicos, y los que 
tienen unidos grupos catiónicos se denominan inter- 


- cambiadores aniónicos. La afinidad de cada proteína 


por los grupos cargados de la columna está afectada por 
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el pH (que determina el estado de ionización de la molé- 
cula) y la concentración de los iones salinos libres com- 
petidores presentes en la disolución que las rodea. La 
separación puede optimizarse cambiando gradualmente 
el pH y/o la concentración de sal de la fase móvil, de 
forma que se cree un gradiente de pH o de sal. En la 
cromatografía de intercambio catiónico, la matriz 
sólida tiene grupos cargados negativamente. En la fase 
móvil, las proteínas con carga neta positiva migran a 
través de la matriz más lentamente que las que tienen 
una carga neta negativa debido a que la migración de las 
primeras se halla retardada por sus interacciones con la 
fase estacionaria, 

En las columnas de intercambio iónico, la expan- 
sión de la banda de proteínas en la fase móvil (la disolu- 
ción de proteínas) está causada tanto por la separación 
de las proteínas de diferentes propiedades como por la 
difusión. La resolución entre dos tipos de proteínas con 
diferente carga neta suele mejorar a medida que se 
aumenta la longitud de la columna. Sin embargo, la velo- 
cidad a la que la disolución de proteínas puede pasar a 
través de la columna suele disminuir con la longitud de 
la misma. A medida que aumenta el tiempo de residen- 
cia en la columna, la resolución puede disminuir como 
resultado de la difusión de cada una de las bandas de 
proteína. Se van recogiendo porciones (fracciones) 
sucesivas de efluente en tubos de ensayo a medida que 
la solución que contiene las proteínas va saliendo de la 
columna. Se puede analizar cada fracción para averi- 
guar la presencia de la proteína de interés o para cono- 
cer otras propiedades, como la fuerza ióni la con- 
centración total de proteína. Todas las 
contienen la proteína de interés pueden combinarse 
para obtener el producto de este paso cromatográfico 
en la purificación de la proteína. 


EJEMPLO PRÁCTICO 3-1 '"“*rcambio iónico 
de péptidos 

Un bioquímico quiere separar dos péptidos mediante 
cromatografía de intercambio iónico. Al pH de la fase 
móvil que se va a utilizar en la columna, un péptido (A) 
tiene una carga neta de —3 debido a la presencia de más 
residuos Glu y Asp que residuos Arg, Lys e His. El pép- 
tido B tiene una carga neta de +1. ¿Qué péptido eluirá 
antes en una resina de intercambio catiónico? ¿Cuál de 
ellos eluiría primero en una resina de intercambio anió- 
nico? 


Solución: La resina de intercambio catiónico tiene car- 
gas negativas y se une a moléculas cargadas positiva- 
mente, retardando su paso a través de la columna. El 
péptido B, con su carga neta positiva, interaccionará 
más fuertemente con la resina de intercambio catiónico 
que el péptido A, por lo que este último eluirá antes. El 
péptido B eluirá antes en la resina de intercambio amó- 
nico. En este caso, el péptido A, de carga negativa, se 
encontrará retardado a causa de su interacción con la 
resina cargada positivamente. 


La Figura 3-17 muestra otras dos variantes de cro- 
matografía en columna además de la de intercambio 
iónico. La cromatografía de exclusión molecular, 


Muestra de proteína 
(fase móvil) 


Matriz sólida poros 
(fase estacionaria) 


Soporte poroso 


(YAA BO Npmat 


ografía en columna. Los elementos estándar de 

na columna cromatográfica incluyen un material sólido poroso 
(matriz), que se deposita en el interior de una columna hecha general- 
mente de plástico o vidrio. Una disolución, la fase móvil, fluye a través 
de la matriz, la fase estacionaria. La disolución que sale de la columna 
por la parte inferior (el efluente), es reemplazada constantemente por 
disolución suministrada de un depósito en la parte superior. La disolu- 
ción de proteína a separar se deposita sobre la cabeza de la columna y 
se deja percolar hacia el interior de la matriz sólida. Se añade más diso- 
lución sobre elta. La disolución de proteína forma una banda dentro de la 
fase móvil que tiene inicialmente ia anchura de la disolución de proteina 
aplicada a la columna. A medida que las proteínas se desplazan a través 
de la columna (aquí se muestran cinco tiempos diferentes del proceso), 
se retardan en diferentes grados en virtud de su interacción diferencial 
con el material de la matriz. Así, la banda de proteína se va ensan- 
chando a medida que se mueve a través de la columna. Los tipos indivi- 
duales de proteinas (tales como A, B y C, mostradas en azul, rojo y 
verde) se separan gradualmente entre sí, formando bandas dentro de la 
banda más ancha de proteínas. La separación mejora (aumenta la reso- 
lución) a medida que aumenta la longitud de la columna. Sin embargo, 
cada banda de proteína individual también se ensancha con el tiempo 
debido a ta difusión, un proceso que disminuye la resolución. En este 
ejemplo, la proteina A está bien separada de B y C, pero el ensancha- 
miento por difusión impide ta separación completa de B y C en estas 
condiciones. 


también llamada de filtración en gel (Fig. 3-17b), separa 
proteínas en base a su tamaño. En este método, las pro- 
teínas de mayor tamaño emergen de la columna antes 
que las pequeñas, un resultado que parece extraño a 
primera vista. La fase sólida consiste en unas pequeñas 
perlas hechas de material entrecruzado, partículas que 
contienen unos poros o cavidades de tamaño calibrado. 


Se añade la mezcla de proteínas 
a la columna que contiene 
intercambiador de cationes. 


€ Carga positiva neta grande 
® Carga positiva neta 

O Carga negativa neta 

O Carga negativa neta grande 


Las proteínas se desplazan 
a través de la columna a 
velocidades determinadas 
por su carga neta al pH 
que se está utilizando. 

En el caso de los 
intercambiadores 
catiónicos, las proteínas 
con más carga neta 
negativa se desplazan 
más rápido y eluyen antes, 


Perlas de polímero con grupos 
funcionales cargados negativamente 


E 

P -T 
123456 

(a) Cromatografia de intercambio iónico 


FIGURA 3-17 Tres métodos cromatográficos utilizados para la 
purificación de proteinas. (a) La cromatografía de intercambio 
iónico aprovecha las diferencias en el signo y la magnitud de las 
cargas eléctricas netas de las proteínas a un pH determinado. (b) 
La cromatografía de exclusión por tamaño, llamada también de 
filtración en gel, separa las proteínas en función de su tamaño, (c) 
La cromatografía de afinidad separa las proteínas en función de 
su especificidad de unión. En el texto de dan detalles adicionales 
sobre estos métodos. 


| IU 
12456789 
Las proteínas no deseadas 


Se añade disolución 
de ligando a la columna. 


Se añade la mezcla 

de proteínas a una 
columna que contiene 

un ligando específico 

-~ para la proteína de 
interés unido al polímero. 


no quedan retenidas en la columna. 


{c} Cromatografía de afinidad 
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Se añade la mezcla 

de proteínas a la 
columna que contiene 
polímero entrecruzado. 


Las moléculas de 
proteína se separan por 
tamaños; las moléculas 
mayores pasan más 
libremente y aparecen 
en las primeras 
fracciones. 


. ) “A N a! 
123456 


(b) Cromatografía de filtración en gel 


127214567489 


La proteína de interés se eluye 
mediante la disolución de ligando. 
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Las proteínas de mayor tamaño no pueden entrar en las 
cavidades, por lo que toman un camino más corto (y 
más rápido) a través de la columna, rodeando las partí- 
culas por el exterior. Las proteínas más pequeñas pene- 
tran en las cavidades y son retardadas a causa de su 
paso más laberíntico a través de la columna. La croma- 
tografía de exclusión molecular también se puede usar 
para la estimación aproximada del tamaño de una pro- 
teína purificada, usando métodos similares a los descri- 
tos en la Figura 3-19. 

La cromatografía de afinidad se basa en la afini- 
dad de unión de las proteínas (Fig. 3-17c). Las partículas 
de la columna tienen en este caso un grupo químico 
unido covalentemente llamado ligando, un grupo o molé- 
cula que se une a una macromolécula, como por ejemplo 
una proteína. Cuando se carga una mezcla de proteínas 
en la columna, cualquiera de ellas que tenga afinidad por 
este ligando se unirá a las partículas de resina, retardan- 
do su migración a través de la columna. Por ejemplo, si 
la función biológica de una proteína implica unión al 
ATP, la fijación a las partículas de la columna de una 
molécula que se parezca al ATP dará lugar a una matriz 
de afinidad que servirá para purificar la proteína. Al ir 
pasando la solución proteica a través de la columna, las 
proteínas que se unen a ATP (incluyendo la proteína de 
interés) se irán uniendo a la matriz. Después de eluir las 
proteínas que no se unen, aquellas que sí lo han hecho 
se eluyen con una solución que contenga o bien una alta 
concentración de sal o bien el propio ligando, en este 
caso ATP. La sal debilita la unión de la proteína al ligando 
inmovilizado unido a las partículas, interfiri con la 
interacciones iónicas. El ligando libre copio 
ligando unido a las partículas de la columna, li O 
proteína de la matriz; el producto proteico que eluye de 
la columna se encuentra a menudo unido al ligando 
usado para la elución. 

Los métodos cromatográficos pueden incrementar 
su rendimiento gracias al uso de la HPLC, o cromato- 
grafía líquida de alta resolución. La HPLC utiliza 
bombas de alta presión que aceleran el movimiento de 
las moléculas de proteína a través de la columna, así 
como materiales cromatográficos de calidad superior 
que pueden soportar la fuerza de compresión del flujo 
presurizado. Al reducir el tiempo de tránsito en la 
columna, la HPLC puede limitar la expansión de las 
bandas de proteína por difusión y por tanto mejorar 
notablemente la resolución. 

La estrategia de purificación de una proteína que no 
ha sido previamente aislada se guía tanto por los prece- 
dentes establecidos como por el sentido común. En la 
mayoría de casos deben utilizarse varios métodos dife- 
rentes consecutivos para purificar completamente una 
proteína, y cada uno de ellos separa proteínas en base a 
propiedades diferentes. Por ejemplo, si en uno de los 
pasos se separan proteínas de unión a ATP de otras que 
no lo unen, el paso siguiente deberá separar las diferen- 
tes proteínas de unión a ATP en base a su carga o su 
tamaño con el fin de aislar la proteína concreta que se 
desee. La elección de métodos es, en cierto modo, empí- 
rica, y puede ser necesario probar muchos protocolos 
antes de encontrar el más efectivo. El proceso de prueba 
y error puede a menudo reducirse al mínimo tomando 
como referencia técnicas de purificación desarrolladas 
para proteínas similares. Se pueden encontrar publica- 


dos protocolos de purificación para muchos millares de 
proteínas. El sentido cornún indica que al principio, 
cuando el volumen total y el número de contaminantes 
son máximos, se han de utilizar procedimientos baratos, 
como el salado. A menudo los métodos cromatográficos 
no resultan prácticos en las primeras fases debido a que 
la cantidad de medio cromatográfico necesario aumenta 
con el tamaño de la muestra. A medida que se completa 
cada paso de purificación, el tamaño de la muestra es 
generalmente menor (Tabla 3-5), lo que hace posible 
utilizar procedimientos cromatográficos más sofistica- 
dos (y más caros) en las etapas posteriores. 


Las proteínas pueden separarse y caracterizarse 
por electroforesis 


Otra importante técnica para la separación de proteínas 
se hasa en el desplazamiento de las proteínas cargadas 
en un campo eléctrico, proceso denominado electrofo- 
resis. Estos procedimientos no son utilizados general- 
mente para purificar proteínas en grandes cantidades 
dado que existen usualmente métodos alternativos más 
sencillos y que los métodos electroforéticos suelen afec- 
tar negativamente a la estructura y por tanto a la fun- 
ción de las proteínas. No obstante, la electroforesis es 
sumamente importante como método analítico. Su 
ventaja es que las proteínas pueden visualizarse además 
de separarse, lo que permite al investigador hacer una 
estimación rápida del número de proteínas diferentes 
en una mezcla o del grado de pureza de una preparación 
roteica determinada. La electroforesis también permi- 
fhación de propiedades cruciales de una 
como su punto isoeléctrico y su masa 

molecular aproximada. 

La electroforesis de proteínas se lleva a cabo gene- 
ralmente en geles formados por el polímero entrecruza- 
do poliacrilamida (Fig. 3-18). El gel de poliacrilamida 
actúa como un tamiz molecular, retrasando la migración 
de las proteínas de manera aproximadamente propor- 
cional a su cociente carga/masa. El desplazamiento 
también puede estar afectado por la forma de la proteí- 
na. En la electroforesis, la fuerza que mueve la macro- 
molécula es el potencial eléctrico, E. La movilidad 
electroforética de la molécula, p, es el cociente entre la 
velocidad de la partícula, V, y el potencial eléctrico. La 
movilidad electroforética también es igual a la carga 
neta de la molécula, Z, dividida por el coeficiente fric- 
cional, f, que refleja en parte la forma de la proteína. Así: 


= Y a 
H E 7 
El desplazamiento de una proteína en un gel durante 
una electroforesis es, por tanto, función de su tamaño y 
de su forma. 

Un método electroforético comúnmente utilizado 
para la estimación de la pureza y la masa molecular emplea 
el detergente dodecil sulfato sódico (SDS) (“dodecil” 
se refiere a una cadena de 12 átomos de carbono). 


O 
ll 
Na* TO—3—O—(CHa)CH; 


dodecil sulfato sódico 
(SDS) 
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TABLA 3-5 


Tabla de purificación para un en 


Volumen Proteína Actividad Actividad 
de la fracción total (unidades) específica 

Procedimiento o paso (mg) (unidades/mg) 
' Extracto celular crudo 1.400 10.000 100.000 10 
| Precipitación con sulfato amónico 280 3.000 96.000 32 
Cromatografía de intercambio iónico 90 400 80.000 200 
Cromatografía de exclusión por tamaño 80 100 60.000 600 


| Cromatografía de afinidad | 


zima hipotetico 


45.000 15.000 


Nota: Todos los datos representan el estado de la muestra después de haber efectuado el procedimiento indicado. La actividad y la actividad 
específica se definen en la página 95. Después del paso 5, el enzima ha sido purificado en un factor de 1.500, como se deduce del incremento en 
actividad específica relativa al extracto crudo, mientras que el rendimiento es del 45%, calculable a partir de la recuperación de actividad total. 


Una proteína se une aproximadamente a una cantidad 
de SDS equivalente a 1,4 veces su masa, casi una molé- 
cula de SDS por cada residuo aminoácido. El SDS ligado 
incorpora una gran carga neta negativa, lo que hace que 
la carga intrínseca de la proteína sea insignificante y 
confiere a todas las proteínas un cociente carga/masa 
similar. Además, la unión de SDS despliega parcialmente 
las proteínas, de modo que la mayoría de las proteínas 
unidas al detergente adoptan una forma similar de varilla 
alargada. La electroforesis en presencia de SDS separa, 
por tanto, las proteínas casi exclusivamente en función 


de la masa molecular, de forma que los polipéptidos 
pequeños se desplazan más rápidamente. Después de la 
electroforesis las proteínas se visualizan añadiendo un 
colorante como el azul Coomassie que se fija a las proteí- 
nas pero no al gel (Fig. 3-18b). De esta forma puede 
seguirse el progreso de un procedimiento de purifica" 
ción de una proteína, ya que el número de bandas de 
proteína visibles en el gel debe disminuir tras cada nuevo 
paso de purificación. Cuando se compara con las posicio- 
nes a las que se desplazan en el gel proteínas de masa 
molecular conocida, la posición de una proteína desco- 
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FIGURA 3-18 Electroforesis. (a) 5e cargan diferentes muestras en los 
pocillos o depresiones en la parte superior de un gel de poliacrilamida 
con SDS, Las proteinas se desplazan a través del gel cuando se aplica un 
campo eléctrico. El gel mantiene al mínimo las corrientes de convección 
producidas por pequeños gradientes de temperatura, y también mini- 
miza los movimientos de proteínas que no sean los producidos por el 
campo eléctrico. (b) Después de la electroforesis se pueden visualizar 
tas proteínas tratando el gel con un colorante tal como el azul de Coo- 
massie, que se fija a las proteínas pero no al gel. Cada banda del gel 
representa una proteina diferente (o subunidad proteica); las proteínas 
más pequeñas se desplazan a través del gel más rápidamente que las 
proteínas grandes por lo que se encuentran cerca del extremo interior 


(b) 


del gel. Este gel ilustra la purificación la proteína RecA de Escherichia 
coli (descrita en el Capítulo 25). Se clonó el gen de la proteína RecA 
(capítulo 9) de modo que se podía controlar su expresión (síntesis de la 
proteína). El primer carril muestra un conjunto de proteínas estándar (de 
M. conocida) que sirven como marcadores de masa molecular. En los 
dos carriles siguientes se muestran proteínas de células de E. coli antes y 
después de la inducción de la sintesis de la proteína RecA. El cuarto 
carril muestra las proteínas de un extracto celular crudo. Los carriles 
siguientes (de izquierda a derecha) muestran las proteínas presentes 
después de cada paso sucesivo de purificación. La proteína purificada es 
una cadena polipeptídica única (M, -38.000), como puede apreciarse en 
el carril más a la derecha. [Fuente: (b) Dr. Julia Cox. ] 
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nocida puede proporcionar una buena aproximación de 
su masa molecular (Fig. 3-19). Si la proteína tiene dos 
o más subunidades diferentes, las subunidades se sepa- 
rarán generalmente a consecuencia del tratamiento con 
SDS y aparecerá una banda individual para cada una. 

El enfoque isoeléctrico es un procedimiento uti- 
lizado para determinar el punto isoeléctrico (pb) de una 
proteína (Fig. 3-20). Se establece un gradiente de pH 
dejando que una mezcla de ácidos y bases orgánicos de 
baja masa molecular (anfolitos; p. 81) se distribuya 
espontáneamente en un campo eléctrico generado a 
través del gel. Cuando se aplica una mezcla de proteí- 
nas, cada una de ellas se desplaza hasta que alcanza el 
pH que coincide con su pl. De este modo las proteínas 
con distintos puntos isoeléctricos se distribuyen de 
manera diferente a lo largo del gel. 

La combinación secuencial del enfoque isoeléctrico 
y la electroforesis en SDS en un proceso denominado 
electroforesis bidimensional permite la resolución 
de mezclas complejas de proteínas (Fig. 3-21). Éste es 
un método analítico más sensible que cualquier método 
electroforético individual. La electroforesis bidimensio- 
nal separa proteínas de idéntica masa molecular que 
difieren en pl, o proteínas con valores de pl similares 
pero con diferentes masas moleculares, 


Es posible cuantificar proteínas no aisladas 

A fin de purificar una proteína es esencial disponer de 
un método para detectar y cuantificar dicha proteína en 
presencia de muchas proteínas más en tapa del 
proceso. À menudo, la purificación dene rf 
ausencia de cualquier información sobre el 

propiedades físicas de la proteína, o sobre la fracción 


que representa sobre la masa total de proteína en el 
extracto. En el caso de proteínas enzimáticas, se puede 


determinar la cantidad de enzima en una disolución o 
extracto de tejido en función del efecto catalítico que 
produce el enzima, es decir, el incremento de la veloci- 
dad a la cual su sustrato se convierte en productos de la 
reacción cuando está presente el enzima. Con este fin 
debe conocerse (1) la ecuación global de la reacción 
catalizada, (2) un procedimiento analítico para determi- 
nar la desaparición de sustrato o la aparición de un 
producto de la reacción, (3) si el enzima requiere cofac- 
tores tales como iones metálicos o coenzimas, (4) la 
dependencia de la actividad enzimática respecto de la 
concentración de sustrato, (5) el pH óptimo y (6) una 
zona de temperatura en la cual el enzima sea estable y 
tenga una actividad elevada. Los enzimas se ensayan 
normalmente en su pH óptimo y a una temperatura 
adecuada dentro del intervalo de 25 a 38°C. También se 
requieren generalmente elevadas concentraciones de 
sustrato de modo que la velocidad inicial de reacción, 
que se mide experimentalmente, sea proporcional a la 
concentración de enzima (Capítulo 6). 

Por acuerdo internacional, se define 1,0 unidad de 
actividad enzimática como la cantidad de enzima que 
produce la transformación de 1,0 mmol de sustrato en 
producto por minuto a 25°C en condiciones óptimas de 
medida (para algunos enzimas esta definición puede no 
ser conveniente por lo que se puede definir la unidad de 
modo diferente). El término actividad se refiere a las 
unidades totales de enzima en una solución. La activi- 
dad específica es el número de unidades enzimáticas 
por miligramo de proteína total (Fig. 3-22). La activi- 

d específica constituye una medida de la pureza enzi- 

nta durante la purificación de una enzima, 

y llega a ser máxima y constante cuando el enzima es 
puro (Tabla 3-5). 

Después de cada paso de purificación, se determi- 
na la actividad de la preparación (en unidades de acti- 
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FIGURA 3-19 Determinación de la masa molecular de una proteína. 
La movilidad electroforética de una proteína en un gel de poliacrilamida 
con SDS es proporcional a su masa molecular, M, (a) Proteínas patrón 
de masa molecular conocida se someten a electroforesis (carril 1). Estas 
proteínas marcadoras se pueden utilizar para calcular la masa molecular 
de una proteína desconocida (carril 2). (b) Una gráfica del log M, de las 
proteínas marcadoras trente al desplazamiento relativo durante la elec- 


troforesis es lineal, lo que permite leer la masa molecular de la proteína 
desconocida a partir de la gráfica. (De modo similar, se puede usar un 
conjunto de proteinas con tiempos de retención en una columna de 
gel-filtración reproducibles para elaborar una curva estándar de tiempo 
de retención frente a logM, Después se puede comparar el tiempo de 
retención en ¡a columna de una sustancia desconocida con la curva 
estándar para obtener una M_ aproximada.) 


Se puede aplicar una muestra de proteína en un extremo 
de la tira de gel con un gradiente de pH inmovilizado, 

O bien se puede usar una muestra de proteína en una 
disolución de anfolitos para rehidratar una tira de gel 
deshidratada. 


pH 9 ————— p! decreciente ————= pH 3 


Después de teñir, se observan las proteínas distribuidas a lo 
largo del gradiente de pH de acuerdo con sus valores de pl. 


FIGURA 3-20 Enfoque isoeléctrico. Esta técnica separa las proteínas 
según sus puntos isoeléctricos. Se coloca una mezcla de proteínas sobre 
una tira de gel que contiene un gradiente de pH inmovilizado. Aplicando 
un campo eléctrico, las proteínas entran en el gel y se desplazan hasta 
alcanzar un pH equivalente a su pl. Recuerde que la carga neta de una 
proteína es cero cuando pH = pi 


vidad enzimática), se determina independientemente 
la cantidad total de proteína y el cociente de los dos 
valores da la actividad específica. La actividad y la pro- 
teína total generalmente disminuyen en cada paso. La 
actividad disminuye porque siempre se produce alguna 
pérdida debido a inactivación o a interacciones no ópti- 


mas con los materiales cromatográficos.o con ot 
moléculas de la disolución. La proteina (fa i 
porque el objetivo es eliminar tanta pro ATILO A 


da o no específica como sea posible. En un paso de 
purificación exitoso, la pérdida de proteína no específi- 
ca es mucho mayor que la pérdida de actividad; por 
tanto, aun cuando la actividad total disminuye, la acti- 
vidad específica aumenta. Los datos se recogen final- 
mente en una tabla de purificación similar a la Tabla 
3-5. Generalmente se considera que una proteína es 
pura cuando pasos adicionales de purificación no con- 
siguen aumentar su actividad específica y cuando sólo 
se puede detectar una especie proteica (mediante elec- 
troforesis, por ejemplo). 

En el caso de proteínas que no sean enzimas se 
requieren otros métodos de cuantificación. Las proteí- 
nas de transporte pueden determinarse por su unión a 
la molécula que transportan, y las hormonas y las toxi- 
nas por los efectos biológicos que producen; por ejem- 
plo, las hormonas de crecimiento estimulan el creci- 
miento de ciertas células en cultivo. Algunas proteínas 
estructurales representan una fracción tan grande de la 
masa tisular que pueden extraerse y purificarse fácil- 
mente sin necesidad de un ensayo funcional. Los méto- 
dos son tan varíados como las propias proteínas. 


RESUMEN 3.3 Trabajar con proteínas 


Œ Las proteínas se separan y purifican en base a dife- 
rencias en sus propiedades. Las proteínas se pueden 
precipitar selectivamente mediante cambios en el pH o 
en la temperatura y en especial mediante la adición de 
ciertas sales. Existe una amplia gama de métodos cro- 
matográficos que explota las diferencias de tamaño, 
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| Separación de las proteínas en 
| Separación de las proteínas 


la primera dimensión en una 
tira de gel mediante enfoque 
isoeléctrico. 


en la segunda dimensión en 
un gel de poliacrilamida-SDS. 


(-) 


pl decreciente 


FIGURA 3-21 Electroforesis bidimensional. Las proteínas se separan 
primero mediante enfoque isoeléctrico en una fina tira de gel. A conti- 
nuación se extiende el gel horizontalmente sobre un segundo gel, en 
forma de plancha, y las proteínas se separan mediante electroforesis er 
gel de poliacrilamida con SDS. La separación horizontal refleja ias dife- 
rencias de pl; la vertical refleja las diferencias en masa molecular. El con- 
junto de proteínas se reparte de este modo en las dos dimensiones. Cor 
esta técnica se pueden separar y resolver miles de proteínas. Pueden 
recortarse del gel las manchas individuales de cada proteína e identifi- 
carias mediante espectrometria de masas (véanse las Figs. 3-30 y 3-31). 
[Fuente: Cortesía de Axel Mogk, de A. Mogk et al, EMBO 4 18:6934, 
1999, Fig. 7a.] 


afinidad de unión, carga y otras propiedades. Entre 
estos métodos se incluyen la cromatografía de inter- 
cambio iónico, de exclusión molecular, de afinidad y la 
cromatografía líquida de alta resolución. 

© La electroforesis separa proteínas en base a su masa 
y su carga. La electroforesis en gel con SDS y el enfoque 
isoeléctrico se pueden utilizar por separado o combina- 
dos para obtener una mejor resolución. 

E Todos los procedimientos de purificación requieren 
un método para cuantificar o distinguir la proteína de 
interés en presencia de otras proteínas. La purificación 
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FIGURA 3-22 Actividad frente a actividad específica. Se puede ilus- 
trar ia diferencia entre estos dos términos considerando dos recipientes 
con canicas. Ambos contienen el mismo número de canicas rojas, pero 
cantidades diferentes de canicas de otros colores. Si se considera que las 
canicas representan proteinas, ambos recipientes contienen la misma 
actividad de la proteína representada por las canicas rojas. No obstante, 
el segundo recipiente tiene una actividad específica mayor debido a que 
las canicas rojas son una fracción mucho mayor de! total. 


puede seguirse mediante el ensayo de la actividad 
específica. 


3.4 Estructura de proteínas: 


estructura primaria 
La purificación de una proteína es genef we 
solo el preludio de una disección bioq al 


de su estructura y función. ¿Qué es lo que hace que una 
proteína sea un enzima, otra una hormona, otra una 
proteína estructural y otra un anticuerpo? ¿Cómo se 
diferencian químicamente? Las diferencias más obvias 
son estructurales, y es de estructura de proteínas de lo 
que hablaremos ahora. 

La estructura de moléculas grandes como las pro- 
teínas puede describirse según varios niveles de com- 
plejidad ordenados en una especie de jerarquía concep- 
tual. Normalmente se definen cuatro niveles de estruc- 
tura de las proteínas (Fig. 3-23). La estructura pri- 
maría es una descripción de todos los enlaces covalen- 
tes (principalmente enlaces peptídicos y puentes disul- 
furo) que unen los aminoácidos de una cadena polipep- 
tídica. El elemento más importante de la estructura 


Estructura 


FIGURA 3-23 Niveles de estructura de las Paria 


proteínas. La estructura primaria consiste en 
una secuencia de aminoácidos unidos entre sí 
a través de enlaces peptídicos e incluye los 
puentes disulfuro que existan. El polipéptido 
resultante puede estar enrollado en unidades 
de estructura secundaria, tales como una 
hélice a. La hélice es una parte de la estruc- 
tura terciaria del polipéptido plegado, el cual 
es en sí mismo una de las subunidades que 
constituyen la estructura cuaternaria de una 
proteína multisubunidad, en este caso la 
hemoglobina. [Fuente: PDB ID 1HGA, R. Lid- 
dington et al., / Mol. Biol, 228:551, 1992.] 


Hélice a 


esla SKREE 


Residuos 
aminoácidos 


primaria es la secuencia de los residuos aminoácidos. 
La estructura secundaria se refiere a disposiciones 
muy estables de los residuos aminoácidos que dan lugar 
a patrones estructurales recurrentes. La estructura 
terciaria describe todos los aspectos del plegamiento 
tridimensional de un polipéptido. Cuando una proteína 
posee dos o más subunidades polipeptídicas, su disposi- 
ción en el espacio se denomina estructura cuaterna- 
ria. Nuestra exploración de las proteínas incluirá final- 
mente las complejas máquinas proteicas compuestas 
por docenas y hasta miles de subunidades. En lo que 
resta de capítulo nos concentraremos en la estructura 
primaria; los niveles superiores de estructura se discu- 
ten en el Capítulo 4. 

Las diferencias en la estructura primaria pueden 
ser especialmente informativas. Cada proteína tiene un 
número y secuencia característicos de residuos aminoá- 
cidos. Como veremos en el Capítulo 4, la estructura 
primaria de una proteína determina la forma en que se 
pliega en una estructura tridimensional única y ésta, a 
su vez, determina la función de la proteína. Considera- 
remos en primer lugar datos empíricos sobre la estrecha 
relación entre secuencia de aminoácidos y función pro- 
teica, para contmuar describiendo cómo se determma la 
secuencia de aminoácidos; finalmente, describiremos 
los usos que se puede dar a esta información. 


La función de una proteína depende de su secuencia 
de aminoácidos 


rentes; el ser humano tiene unos -20.000 
6i ifican un número muy superior de proteí- 
nas diferentes (mediante procesos genéticos descritos 
en la Parte III de este libro). En ambos casos, cada tipo 
de proteína tiene una secuencia de aminoácidos única 
que le confiere una estructura tridimensional particular. 
Esta estructura es la que a su vez le confiere una fun- 
ción única. 

Algunas observaciones sencillas ilustran la impor- 
tancia de la estructura primaria, o la secuencia de ami- 
noácidos de una proteína. Primero, tal como ya hemos 
visto, proteínas con funciones diferentes siempre tienen 
secuencias de aminoácidos diferentes. En segundo 
lugar, se han correlacionado miles de enfermedades 
genéticas humanas con la producción de proteínas 
defectuosas. El defecto puede ir desde un único cambio 
en la secuencia de aminoácidos (como en la anemia 


SN bacteria Escherichia coli produce más de 3.000 


y 


Cadena polipeptídica Subunidades ensambiadas 


falciforme, descrita en el Capítulo 5) a la eliminación de 
una parte mayor de la cadena polipeptídica (como en la 
mayoría de casos de distrofia muscular de Duchenne: 
una eliminación de una gran porción del gen que codifi- 
ca la proteína distrofina da lugar a la producción de una 
proteína más corta e inactiva). Finalmente, al comparar 
proteínas con funciones similares de diferentes especies 
encontramos que estas proteínas tienen a menudo 
secuencias de aminoácidos similares. Resulta, por tanto, 
evidente, la íntima relación existente entre la estructura 
primaria de una proteína y su función.. 

La secuencia de aminoácidos de una proteína ¿está 
fijada absolutamente, es decir, es invariable para una 
proteína concreta? No; es posible cierta flexibilidad. Se 
calcula que entre el 20 y el 30 % de las proteínas huma- 
nas son polimórficas, que presentan secuencias de 
aminoácidos variables entre la población humana. 
Muchas de estas variaciones de secuencia no tienen 
ningún efecto, o muy poco, sobre la función de la pro- 
teína. Además, proteínas que llevan a cabo una función 
similar en especies distantes evolutivamente pueden 
diferir de manera importante en el tamaño global y en la 
secuencia de aminoácidos. 

A pesar de que la secuencia de aminoácidos puede 
variar considerablemente en algunas regiones de la 
estructura primaria sin afectar a la función biológica, la 
mayoría de proteínas contienen regiones cruciales que 
son esenciales para su función y cuya secuencia se 
encuentra, por tanto, conservada. Esta fracción de 
secuencia crítica varía de proteína a proteína, lo que 
complica la tarea de relacionar secue con est 
ra tridimensional y estructura con fun 
antes de poder profundizar en este probléma, hemo 
examinar de qué forma se obtiene la información sobre 
la secuencia. 


Se ha determinado la secuencia de aminoácidos de 
mitlones de proteínas 


Dos importantes descubrimientos que tuvieron lugar en 
1953 fueron de importancia crucial en la historia de la 
bioquímica. En aquel año James D. Watson y Francis 
Crick dedujeron la estructura en doble hélice del DNA y 
propusieron la base estructural para explicar su precisa 
replicación (Capítulo 8). Su propuesta aclaró la realidad 
molecular que estaba detrás de la idea de gen. En aquel 
mismo año, Frederick Sanger resolvió la secuencia de 
aminoácidos de las cadenas polipeptídicas de la hormo- 
na insulina (Fig. 3-24), sorprendiendo a muchos inves- 
tigadores que habían creído durante mucho tiempo que 
la determinación de la secuencia de aminoácidos de un 
polipéptido sería una tarea sumamente difícil. Muy 
pronto resultó evidente que la secuencia de nucleótidos 
del DNA y la secuencia de aminoácidos de las proteínas 
estaban, de algún modo, relacionadas. Tan solo una 
década después de estos descubrimientos se había 
determinado el código genético que relaciona la secuen- 
cia nucleotídica del DNA con la secuencia de aminoáci- 
dos de las moléculas proteicas (Capítulo 27). Las 
secuencias de aminoácidos de las proteínas se obtienen 
ahora más frecuentemente de manera indirecta a partir 
de las secuencias de DNA contenidas en bases de datos 
genómicos. Sin embargo, una serie de técnicas deriva- 
das de los métodos tradicionales de secuenciación de 
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polipéptidos siguen ocupando un lugar importante en la 
química de protemas. A continuación resumimos el 
método tradicional y mencionamos algunas de las técni- 
cas derivadas del mismo. 


La química de proteínas se enriquece con métodos 
derivados de la secuenciación clásica de polipéptidos 


Los métodos utilizados en la década de 1950 por Fred 
Sanger para determinar la secuencia de la proteína 
insulina se resumen, de manera actualizada, en la 
Figura 3-25. Pocas proteínas se secuencian de esta 
forma hoy en día, al menos si nos referimos a la totali- 
dad de la secuencia. Como se ha dicho antes, es posible 
predecir la secuencia de una proteína a partir de la del 
gen que la codifica, y esta información está disponible 
en las cada vez más completas bases de datos genómi- 
cas. Sin embargo, estos protocolos tradicionales de 
secuenciación han generado una rica gama de herra- 
mientas bioquímicas, y en casi todos los pasos de la 
Figura 3-25 se emplean métodos que son ampliamente 
utilizados, a menudo en contextos bien diferentes. 


a g 
a" 


Frederick Sanger, 1918-2013 [Source: UPI/Corbis-Bettmann, } 


Según el esquema tradicional de secuenciación de 
proteínas grandes, se determinaba en primer lugar la 
identidad del residuo amino-terminal mediante marcaje. 
El grupo a-amino del extremo amino-terminal puede 
marcarse con 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno (FDNB), clo- 
ruro de dansilo o cloruro de dabsilo (Fig. 3-26). 

El proceso de secuenciación químico propiamente 
dicho se basa en el proceso en dos fases desarrollado 
por Pehr Edman (Fig. 3-27). El método de la degra- 
dación de Edman, marca y elimina sólo el residuo 
amino-terminal de un péptido, dejando el resto de enla- 
ces peptídicos intactos. Se hace reaccionar el péptido 
con fenilisotiocianato en condiciones alcalinas suaves, 


Cadena A  H¿N—GIVEQUCASVCSLYQLENYCN—COO” 


Cadena B  H3¿N—FVNQHLCGSHLVEALYLVÓGERGFFYTPKA—COO” 
5 10 15 20 25 30 


FIGURA 3-24 Secuencia de aminoácidos de la insulina bovina. Las 
dos cadenas potipeptídicas están unidas por enlaces disulfuro cruzados 
(en amarillo). La cadena A es idéntica en las insulinas humana, de cerda, 
perro, conejo y cachalote. Las cadenas B de la vaca, cerdo, perro, cabra y 
caballo son idénticas. 
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lo que convierte el aminoácido amino-terminal en un 
aducto feniltiocarbamoílo (PTC). El enlace peptídico 
contiguo al aducto de PTC se rompe a continuación 
mediante reacción en ácido trifluoroacético anhidro, 
que conlleva la eliminación del aminoácido amino-ter- 
minal en forma de un derivado anilinotiazolinona. El 
aminoácido modificado se extrae con disolventes orgá- 
nicos, se convierte en un derivado más estable, feniltio- 
hidantoína, mediante tratamiento con una disolución 
acuosa de ácido, y, finalmente, se identifica. El uso de 
reacciones secuenciales llevadas a cabo primero en 
condiciones básicas y a continuación en condiciones 
acídicas proporciona un control sobre todo el proceso. 
Cada una de las reacciones del aminoácido amino-ter- 
minal puede completarse prácticamente en su totalidad 
sin afectar a ninguno de los demás enlaces del péptido. 
El proceso se repite hasta, normalmente, la identifica- 
ción de unos 40 residuos secuenciales de aminoácido. 
Las reacciones de la degradación de Edman se han 
automatizado. 

Para determinar la secuencia de proteínas grandes, 
los primeros investigadores que desarrollaron protoco- 
los de secuenciación tuvieron que diseñar métodos para 
eliminar los enlaces disulfuro y para trocear las proteí- 
nas en fragmentos más pequeños de forma precisa. En 
la Figura 3-28 se esquematizan dos métodos utilizados 
para romper enlaces disulfuro de manera irreversible. 
Los enzimas denominados proteasas catalizan la rotu- 
ra hidrolítica de los enlaces peptídicos. Algunas protea- 
sas cortan solamente los enlaces peptídicos adyacentes 

ARA y 


predecible y reproducible. Varios ren CRIWOS q cos 
también cortan los enlaces peptídicos adyacentes a resi- 
duos específicos. Entre las proteasas, el enzima digesti- 
vo tripsina cataliza la hidrólisis de tan sólo aquellos 
enlaces peptídicos en los que el grupo carboxilo está 
proporcionado por un residuo de Lys o Arg, indepen- 
dientemente de la longitud o secuencia de aminoácidos 
de la cadena. Un polipéptido con tres residuos de Lys 
y/o Arg dará lugar normalmente a cuatro péptidos más 
pequeños al ser cortado por la tripsina. Además, todos 
excepto uno tendrán una Lys o Arg como carboxilo-ter- 
minal. La elección de un reactivo para romper la proteí- 
na en péptidos más pequeños puede beneficiarse de la 
determinación previa de la composición de aminoácidos 
de la proteína entera tratada con ácido para reducirla a 
sus aminoácidos constituyentes. La tripsina sólo sería 
de utilidad en proteínas con un número significativo de 
residuos Lys o Arg. 

En el método clásico de secuenciación se procede- 
ría a cortar la proteína dos veces, usando cada vez una 
proteasa o un reactivo químico diferentes, de manera 
que los extremos de los fragmentos fueran diferentes. 
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Se determina el contenido 
en aminoácidos (mediante 
hidrólisis ácida). Se 
seleccionan los reactivos 
para romper (digerir) la 
secuencia según la 
presencia de residuos 
diana idóneos. 


Se corta ta proteína para obtener 
polipéptidos más cortos 
(p. ej., con tripsina). 
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Se secuencia cada me 


1. DCGGAHYLVLLAGPTIRSGTMR 

2. AQGAFNPSCGVIQHAWIKMWILAAGTE 
3. GGPVIATYEQDGGTSRYAPK 

4. QGYASULAIJEFTR 


nen ido se encuentra en el 
extremo amino. El péptido 2 está 
en el extremo carboxílico (no 
termina con un aminoácido que 
defina el punto de corte de la tripsina). 


Se ordenan los otros péptidos mediante solapamientos 
con secuencias de péptidos obtenidos por digestión de 
la proteína con un reactivo diferente, como por ejemplo 
bromuro de cianógeno o la quimotripsina. 


FIGURA 3-25 Secuenciación directa de proteínas. Los procedimientos 
aquí descritos son los desarrollados por Fred Sanger para secuenciar la 
insulina, y han sido usados después para múltiples proteinas. (FDNB es 
1-fluoro-2,4-dinitrobenceno (véase el texto y la Fig. 3-26). 


Se purificarían y secuenciarían ambas colecciones de 
fragmentos y se podría determinar el orden en que cada 
fragmento aparece en la proteína original examinando 
los solapamientos de secuencia entre los dos conjuntos 
de fragmentos. 

Considerando incluso que ya no se utilizan para 
secuenciar proteínas enteras, los métodos tradicionales 
de secuenciación son todavía útiles en el laboratorio. La 
secuenciación de algunos aminoácidos desde el extre- 
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FIGURA 3-26 Reactivos usados para la modificación del grupo a-amino terminal. 
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FIGURA 3-27 Química de la secuenciación de proteínas diseñada por 
Pehr Edman. El enlace peptídico más cercano al amino-terminal de la 
proteína o el polipéptido se rompe en dos pasos. Los dos pasos se llevan 


mo amino terminal mediante el método de Edman suele 
ser suficiente para confirmar la identidad de una proteí- 
na conocida que se acaba de purificar o para a 
una proteína desconocida que se ha p 
a su especial actividad. Algunas técni 
pasos concretos del método tradicio Secuencia 
ción sirven también para otros propósitos. Por ejemplo, 
los métodos usados para romper enlaces disulfuro pue- 
den usarse para desnaturalizar proteínas cuando sea 
necesario. Además, los esfuerzos hechos para marcar el 
residuo amino-terminal permitieron el desarrollo de una 
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FIGURA 3-28 Rotura de puentes disulfuro en proteínas. Se ilustrar 
los dos métodos más comunes, La oxidación de un residuo de cistina 
con ácido perfórmico produce dos residuos de ácido cisteico. La reduc- 
ción con ditiotreítol (o 4-mercaptoetanol) que da lugar a residuos de Cys 
ha de continuar con una modificación adicional de los grupos —5SH reac- 
tivos para impedir la reformación del puente disulfuro. La carboximetila- 
ción con yodoacetato es útil en este último caso. 
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identificación del 
residuo amino-terminal 
del polipéptido. 


Derivado 
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duo aminoácido 


Purificación y reciclaje 
del fragmento peptídico 
resultante a través 


1 Péptido una del proceso de Edman. 


1 unidad más corto 


a cabo en condiciones de reacción muy diferentes (básicas en el paso 
O. acídicas en el paso O), lo que permite terminar completamente un 
paso antes de iniciar el siguiente. 


gama de reactivos capaces de reaccionar con grupos 
específicos de la proteína. Los reactivos usados para 
marcar el grupo a-amino terminal pueden ser utilizados 
para marcar las aminas primarias de los residuos de Lys 
). El grupo sulfhidrilo de los residuos de Cys 
odificarse con yodoacetamidas, maleimidas, 
haluros de benzilo y bromometil cetonas (Fig. 3-29). 
Otros residuos aminoácidos son modificados con reacti- 
vos unidos a un colorante o a otro tipo de molécula, lo 
que permite la detección de proteína o llevar a cabo 
estudios funcionales. 
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TABLA 3-6  “Especificidad de algunos Metodos usuales 


de fragmentación de cadenas polipeptidicas 


Reactivo (fuente biológica} 
Tripsina (páncreas bovino) 


Proteasa submaxilar (glándula submaxilar de ratón) 


|! Quimotripsina (páncreas bovino) 


Proteasa V8 de Staphylococcus aureus (bacteria S. aureus) 
| Proteasa Asp-N (bacteria Pseudomonas fragi) 


| Pepsina (estómago porcino) 


| Endoproteinasa Lys C (bacteria Lysobacter enzymogenes) 


Bromuro de cianógeno 


Puntos de corte? 
Lys, Arg (C) 
Arg (C) 
Phe, Trp, Tyr (C) 
Asp, Glu (C) 
Asp, Glu (N) 
Leu, Phe, Trp, Tyr (N) 
Lys (C) 
Met (C) 


| 
| 


2A excepción del bromuro de cianógeno son todos proteasas. Todos pueden obtenerse comercialmente. 


"Residuos que aportan el punto de reconocimiento primario para la proteasa o el reactivo; la rotura del enlace 
peptídico tiene lugar en el lado carbonilo (C) o amino (N) del residuo aminoácido indicado. 


La espectrometría de masas es un método alternativo 
para determinar secuencias de aminoácidos 


Las adaptaciones modernas de la espectrometría de 
masas constituyen una importante alternativa a los 
métodos de secuenciación descritos anteriormente. La 
espectrometría de masas proporciona una medida muy 
exacta de la masa molecular de una proteína, pero 
puede hacer mucho más. En concreto, diversas varian- 
tes de la espectrometría de masas permiten obtener 
muy rápidamente las secuencias de múltiples fragmen- 
tos polipeptídicos cortos (de 20 a 30 ME 0$) pro- 
cedentes de una muestra de proteína. 

El espectrómetro de masas ha sido [2 NA 
tiempo una herramienta indispensable en química. Las 
moléculas a analizar, a las que nos referimos como ana- 
litos, se ionizan en primer lugar en el vacío. Cuando las 
moléculas recién cargadas se introducen en un campo 
eléctrico y/o magnético, sus trayectorias a través del 
campo son función de su relación masa-carga, m/z. La 
medición de esta propiedad de las especies ¡onizadas 
puede utilizarse para deducir la masa (m) del analito 
con una precisión muy elevada. 

Aunque la espectrometría de masas ha venido uti- 
lizándose durante muchos años, no podía aplicarse a 
macromoléculas tales como las proteínas y los ácidos 
nucleicos. Las medidas de m/z se realizan sobre molé- 
culas en fase gaseosa, y el calentamiento u otros trata- 
mientos necesarios para llevar una macromolécula a la 
fase gaseosa causaban normalmente su rápida descom- 
posición. En 1988, se desarrollaron dos técnicas dife- 
rentes para superar este problema. En una de elias, las 
proteínas se colocan dentro de una matriz capaz de 
absorber luz. Con un pulso corto de luz láser, las proteí- 
nas se ionizan y a continuación se desorben de la matriz 
hacia el sistema de vacío. Este proceso, conocido como 
espectrometría de masas de desorción/ionización 
por láser asistida por matriz (matrix-assisted 
laser desorption/ ionization) o MALDI MS, se ha 
utilizado con éxito para medir la masa de una gran 
variedad de macromoléculas. En un segundo proceso, 
que también da muy buenos resultados, se fuerza a 
macromoléculas en disolución a pasar de la fase líquida 
a la fase gaseosa directamente. Se hace pasar una diso- 
lución de analitos a través de una aguja cargada que se 
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FIGURA 3-29 Reactivos usados para modificar grupos sulfhidrilo de 
residuos de cisteina. (Véase también la Fig. 3-28. ) 


AS 
Y f LION elevado potencial eléctrico, con la consi- 


guiente dispersión de la disolución en una fina niebla 
de microgotas cargadas. El disolvente que rodea las 
macromoléculas se evapora rápidamente, dejando 
iones macromoleculares con múltiples cargas en la fase 
gaseosa. Esta técnica se denomina espectrometría de 
masas de ionización por electro-spray (electros- 
pray ionization mass spectrometry), o ESI MS. 
Los protones añadidos durante el paso a través de la 
aguja proporcionan carga adicional a la macromolécula. 
La m/z de la molécula puede analizarse en la cámara de 
vacío. 

La espectrometría de masas proporciona una gran 
cantidad de información para la investigación en pro- 
teómica, enzimología y química de proteínas en general. 
Las técnicas requieren solamente cantidades minúscu- 
las de muestra, de forma que pueden aplicarse fácil- 
mente a las pequeñas cantidades de proteína que pue- 
den extraerse de un gel electroforético bidimensional. 
La determinación precisa de la masa molecular de una 
proteína es uno de los parámetros críticos para su iden- 
tificación. Una vez que se conoce con precisión la masa 
de una proteína, la espectrometría de masas es un 
método práctico y preciso para detectar cambios de 
masa debidos a la presencia de cofactores unidos, iones 
metálicos unidos, modificaciones covalentes, etc. 

El proceso para determinar la masa molecular de 
una proteína mediante ESI-MS se ilustra en la Figura 
3-30. Al ser inyectada en la fase gaseosa, una proteína 
adquiere un número variable de protones y, por tanto, 
de cargas positivas, del disolvente. La adición variable 
de estas cargas genera un espectro de especies con 


diferentes relaciones masa-carga. Cada pico sucesivo 
corresponde a una especie que difiere del pico conti- 
guo por una diferencia de carga de 1 y una diferencia 
de masa de 1 (1 protón). La masa de la proteína puede 
determinarse a partir de cualquier par de picos conti- 
guos. 

La espectrometría de masas puede utilizarse tam- 
bién para secuenciar segmentos cortos de un polipépti- 
do, una aplicación que se ha establecido como una 
herramienta muy valiosa para la identificación rápida de 
proteínas desconocidas. La información secuencial se 
obtiene utilizando una técnica denominada MS en tán- 
dem, o MS/MS. Una disolución que contiene la proteína 
que se está investigando se trata en primer lugar con 
una proteasa o un reactivo químico para hidrolizarla a 
una mezcla de péptidos más cortos. La mezcla se inyec- 
ta entonces en un dispositivo que consiste esencialmen- 
te en dos espectrómetros de masas en tándem (Fig. 
3-31a, arriba). En el primero de ellos se separa la mez- 
cla de péptidos de forma que sólo uno de los diversos 
tipos de péptidos producidos por la fragmentación sale 
por el otro extremo. La muestra del péptido selecciona- 
do, todas las moléculas del cual tienen carga en algún 
punto de su secuencia, viaja entonces a través de una 
cámara de vacío entre los dos espectrómetros de masas, 
En esta cámara de colisión, el péptido vuelve a fragmen- 
tarse por impactos de elevada energía con un “gas de 
colisión”, como por ejemplo helio o argón, que se inyec- 
ta en la cámara de vacío. En promedio cada péptido 
individual se rompe en un solo sitio. A pesar de que las 
roturas no son hidrolíticas, la mayoría de ellas tienen 
lugar en el enlace peptídico. 

El segundo espectrómetro de masas mide entonces 
las relaciones m/z de todos los fragmentos cargados. 
Este proceso genera uno o más conjuntos de picos. Un 
determinado conjunto de picos (Fig. 3-31b) contiene 
todos los fragmentos cargados que se han generado 
mediante la rotura del mismo tipo de enlace (pero en 
puntos diferentes del péptido). Uno de los conjuntos de 
picos sólo contiene los fragmentos en los que la carga se 
retiene en el lado amino-terminal de los enlaces rotos; 
otro conjunto sólo contiene los fragmentos en los que la 
carga se retiene en el lado carboxilo-terminal de los 
enlaces rotos. Cada pico sucesivo en un conjunto deter- 
minado tiene un aminoácido menos que el pico anterior. 
La diferencia de masa de pico a pico identifica el ami- 
noácido que se ha perdido en cada caso, revelando así 
la secuencia del péptido. Las únicas ambigiedades 
implican la leucina y la isoleucina, que tienen la misma 
masa. A pesar de que generalmente se generan múlti- 
ples conjuntos de picos, los dos más importantes contie- 
nen los fragmentos derivados de la rotura del enlace 
peptídico. La secuencia de aminoácidos deducida a 
partir de uno de los conjuntos puede confirmarse con el 
otro, lo que mejora la fiabilidad de la información 
secuencial obtenida. 

Los diversos métodos utilizados para obtener infor- 
mación sobre la secuencia proteica se complementan. 
El procedimiento de degradación de Edman sirve, a 
veces, para obtener información secuencial sólo del 
extremo amino-terminal. Sin embargo, es relativamente 
lento y requiere mayor cantidad de muestra que la 
espectrometría de masas. Esta última se usa cuando se 
dispone de cantidades pequeñas de muestra o con 
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FIGURA 3-30 Espectro de masas por electrospray de una proteína. 
(a) Una disolución de proteína se dispersa en microgotas fuertemente 
cargadas mediante el paso a través de una aguja bajo la influencia de un 
campo eléctrico de alto voltaje. Las microgotas se evaporan y los ¡ones 
(en este caso con protones adicionados) entran en el espectrómetro de ` 
masas donde se mide su myz. El espectro generado (b) es una familia de 
picos, en la que cada pico sucesivo (de derecha a izquierda) corresponde 
a una especie cargada con 1 unidad más tanto de masa como de carga, 
En el inserto se muestra una transformación de este espectro generada 
por ordenador. [Fuente: Información de M. Mann y M. Wilm, Trends Bio- 
chem Sci. 20:219, 1995. ] 


muestras no puras. Proporciona información secuen- 
cial, pero los procesos de fragmentación pueden gene- 
rar huecos impredecibles en la secuencia. A pesar de 
que la mayoría de secuencias de proteínas se extraen 
actualmente de las secuencias de DNA genómico (Capí- 
tulo 9) gracias a nuestro conocimiento del código gené- 
tico (Capítulo 27), la secuenciación directa de la proteíÍ- 
na es a veces necesaria para identificar muestras desco- 
nocidas. Los dos métodos de secuenciación permiten la 
identificación inequívoca de proteínas recién purifica- 
das. La espectrometría de masas es el método de elec- 
ción para identificar proteínas presenten en cantidades 
muy pequeñas. La técnica es, por ejemplo, lo suficiente- 
mente sensible como para analizar los pocos centenares 
de nanogramos de proteína que pueden extraerse de 
una banda única en un gel de poliacrilamida. La secuen- 
ciación directa mediante espectrometría de masas per- 
mite también deducir la adición de grupos fosforilo y 
otros tipos de modificaciones (Capítulo 6). La secuen- 
ciación por cualquiera de los dos métodos puede desve- 
lar cambios en la secuencia proteica que sean producto 
de la modificación del RNA mensajero en eucariotas 
(Capítulo 26). Por tanto, estos métodos forman parte de 
un sólido grupo de herramientas que se usa en la inves- 
tigación sobre las proteínas y sus funciones. 
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FIGURA 3-31 Obtención de información secuencial de una proteína 
por espectrometría de masas en tándem. (a) Tras hidrólisis proteolítica, 
se inyecta una disolución de proteína en un espectrómetro de masas 
(MS-D. Los diferentes péptidos se separan de manera que sólo se selec- 
ciona uno para su análisis posterior. El péptido seleccionado se frag- 
menta de nuevo en una cámara entre los dos espectrómetros de masas, 
y se mide myz para cada fragmento en el segundo espectrómetro de 
masas (M5-2) Muchos de los iones generados durante esta segunda 
fragmentación resultan de la rotura del enlace peptidico, en la forma 
mostrada. Estos iones se denominan ¡ones tipo b o iones tipo y, según si 
la carga se mantiene en el lado amino o carboxilo-terminal, respectiva- 
mente. (b) Un espectro típico con picos que representan los fragmentos 
peptidicos generados a partir de una muestra de un péptido pequeño (21 
residuos). Los picos marcados son iones tipo y derivados de residuos 
aminoácidos. El número entre paréntesis encima de cada pico es la 
masa molecutar dei ion del aminoácido. Los picos sucesivos difieren en 
la masa de un aminoácido determinado del péptido original. La secuen- 
cia deducida se muestra en la parte superior. [Fuente: Información de T. 
Keough et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96:7131, 1999, Fig. 3.] 


Es posible sintetizar químicamente péptidos 
y proteínas pequeñas 


Muchos péptidos son potencialmente útiles como agen- 
tes farmacológicos por lo que su producción es de con- 
siderable importancia comercial. Existen tres manera 
de obtener un péptido: (1) por purificación a partir del 
tejido, tarea a menudo dificultada por las concentracio- 
nes extremadamente pequeñas de algunos péptidos; 


(2) mediante ingeniería genética (Capítulo 9); o (3) 
por síntesis química directa. Gracias al desarrollo de 
técnicas poderosas, la síntesis química directa es 
actualmente una opción atractiva en muchos casos. 
Además de las aplicaciones comerciales, la síntesis de 
péptidos específicos provenientes de proteínas más 
grandes constituye una herramienta cada vez más 
importante para el estudio de la estructura y función de 
proteínas. 

La complejidad de las proteínas hace que las estra- 
tegias sintéticas tradicionales de la química orgánica no 
sean prácticas para péptidos de más de cuatro o cinco 
aminoácidos. Uno de los problemas es la dificultad de 
purificar el producto después de cada paso. 

El principal avance en esta tecnología fue protago- 
nizado por R. Bruce Merrifield en 1962. Su innovación 
consistía en que la síntesis del péptido se lleyaba a cabo 
manteniéndolo unido por un extremo a un soporte sóh- 
do. El soporte es un polímero insoluble (resina) conte- 
nido dentro de una columna, similar a las utilizadas en 
los procedimientos cromatográficos. El péptido se cons- 
truye sobre este soporte, adicionando aminoácido a 
aminoácido y utilizando un conjunto estándar de reac- 
ciones que siguen un ciclo repetitivo (Fig. 3-32). En 
cada paso sucesivo del ciclo, grupos químicos protecto- 
res bloquean las reacciones no deseadas. 

En la actualidad, la tecnología para la síntesis quí- 
mica de péptidos se ha automatizado. Una importante 
limitación del proceso (compartida con el proceso de 
secuenciación por degradación de Edman) estriba en la 
eficiencia de cada ciclo químico, tal como puede verse 
al calcular los rendimientos globales de péptidos de 
diferentes longitudes cuando el rendimiento por adición 
de cada nuevo aminoácido es de 96,0% en lugar de 
99,8% (Tabla 3-7). La reacción incompleta en un paso 
puede llevar a la formación de una impureza (en forma 
de un péptido más corto) en el siguiente. Los procedi- 
mientos químicos se han optimizado hasta permitir la 
síntesis de proteínas de una longitud de 100 aminoáci- 
dos en unos pocos días con un rendimiento razonable. 
Se utiliza un enfoque muy similar en la síntesis de áci- 
dos nucleicos (véase la Fig. 8-33). Merece la pena resal- 
tar que esta tecnología, aun siendo impresionante, 
empalidece al compararla con los procesos biológicos. 
La misma proteína de 100 aminoácidos sería sintetizada 
con una fidelidad exquisita en unos 5 segundos por una 
célula bacteriana. 

Diversos métodos modernos para la eficiente liga- 
ción (unión) de péptidos han hecho posible la combina- 
ción de péptidos sintéticos para formar polipéptidos y 
proteínas mayores. Con estos métodos pueden crearse 
formas nuevas de proteínas que contengan grupos quí- 
micos posicionados según un diseño cuidadoso, inclu- 
yendo aquellos que pueden no encontrarse normalmen- 
te en las proteínas celulares. Estas nuevas formas pro- 
porcionan maneras diferentes de comprobar teorías 
sobre catálisis enzimática, de crear proteínas con nue- 
vas propiedades químicas, y de diseñar secuencias pro- 
teicas que se plieguen en determinadas estructuras, 
Esta última aplicación proporciona el test definitivo 
para nuestra creciente capacidad de relacionar la 
estructura primaria de un péptido con la estructura 
tridimensional que adopta en disolución. 


La secuencia de aminoácidos proporciona información 
bioquímica importante 

El conocimiento de la secuencia de aminoácidos de 
una proteína puede proporcionar datos acerca de su 
estructura tridimensional y función, su localización 
celular y su evolución. Gran parte de estas deducciones 
provienen de la búsqueda de similitudes entre una pro- 
teína de interés y otras de secuencia conocida. Se 
conocen miles de secuencias que están disponibles en 
bancos de datos accesibles a través de Internet. La 
comparación de una secuencia recién obtenida con el 
amplio banco de secuencias almacenadas revela, a 
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menudo, relaciones que pueden ser a la vez sorpren- 
dentes e iluminadoras. 

No se conoce con detalle el modo en que la secuen- 
cia de aminoácidos determina la estructura tridimensio- 
nal, ni puede predecirse siempre la función a partir de la 
secuencia. Sin embargo, existen familias de proteínas 
que tienen algunas características estructurales o funcio- 
nales compartidas que pueden identificarse rápidamente 
sobre la base de la similitud de las secuencias de aminoá- 
cidos. Las proteínas individuales se asignan a las diferen- 
tes familias en función del grado de similitud de su 
secuencia de aminoácidos. Los miembros de una familia 
son generalmente idénticos en un 25% o más de sus 


FIGURA 3-32 Síntesis química de un péptido sobre un soporte polimérico 
insoluble. Las reacciones @ a @ son necesarias para la formación de cada 
enlace peptídico. El grupo 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) (sombreado en 
azul), impide reacciones no deseadas del grupo a-amino del residuo (som- 
breado en rojo claro). La síntesis química transcurre desde el extremo carboxi- 
lo-termina! al extremo amino-terminal, la dirección inversa a la dirección de la 
síntesis proteica in vivo (Capítulo 27). 


Perla 
CiI—CH) insoluble 
de poliestireno 


El grupo protector es eliminado 
por tratamiento con una 
disolución que contiene 
una base orgánica débil. 


El grupo a-amino del aminoá- 
o cido 1 ataca el grupo carboxilo 

activado del aminoácido 2 para 

formar un enlace peptídico. 


O HO 


bas de EEE 


Las reacciones O. O se repiten 
tantas veces como sea necesario 


Do a [Á Å- A PP Pe A e A A A A A A e e e e e e e e e e e e 


+ 


-m X l u. E 


i - t El péptido completo se despro- 
Ácido trifluoroacético OO) "se como en la reacción o 
(TFA) O TFA hidroliza el enlace éster 


entre el péptido y la resina. 


104 Aminoácidos, péptidos y proteínas 


Efecto del rendimiento de cada paso sobre el rendimiento 


Rendimiento global del péptido final (%) 
cuando el rendimiento de cada paso es: 


TABLA 3-7 
global en la síntesis de péptidos 

| 
| 
| Número de residuos 

en el polipéptido final 96,0% 

nn 66 

| 21 44 
| 31 29 


secuencias, y las proteínas de estas familias suelen com- 
partir, al menos, algunas características estructurales y 
funcionales. No obstante, algunas familias se definen por 
identidades que afectan solamente a un pequeño número 
de residuos aminoácidos que son críticos para alguna 
función determinada. Diversas subestructuras similares o 
“dominios” (que se definirán con mayor precisión en el 
Capítulo 4) se hallan presentes en muchas proteínas no 
relacionadas funcionalmente. Estos dominios se pliegan a 
menudo dando configuraciones estructurales que tienen 
un grado de estabilidad excepcional o que están especia- 
lizadas para cierto entorno. De las similitudes estructura- 
les y funcionales dentro de las familias de proteínas es 
posible deducir también relaciones evolutivas. 

Ciertas secuencias de aminoácidos sirven con fre- 
cuencia como señales que determinan la localización 
celular, la modificación química y la vida media de una 
proteína. Secuencias señal especiales, situadas normal- 
mente en el extremo amino, sirven para dirigir ciertas 
proteínas hacia la exportación extracelular, mientras que 
Otras proteínas contienen marcas para su distribución 
hacia el núcleo, la superficie celular, el citosol u otras loca- 
lizaciones celulares. Otras secuencias actúan como sitio 
de anclaje para grupos prostéticos, tales como los grupos 
azúcar de las ghucoproteínas y los lípidos de las lipoproteí- 
nas. Algunas de estas señales están bien caracterizadas y 
son reconocidas fácilmente si se presentan en la secuencia 
de una proteína recién descubierta (Capítulo 27). 


>> Convención Clave: Gran parte de la información funcional 
encapsulada en las secuencias proteicas se presenta en la 
forma de secuencias consenso. Este término se aplica 
a secuencias de RNA, DNA o proteína, Cuando se compa- 
ra una serie de secuencias de ácido nucleico o de proteí- 
na relacionadas, la secuencia consenso es la que contiene 
la base o el aminoácido más frecuente en cada posición. 
Aquellas partes de la secuencia en las que se observa una 
coincidencia particularmente elevada suelen representar 
dominios funcionales conservados evolutivamente. Se 
puede usar una amplia gama de herramientas matemáti- 
cas disponible en Internet para generar secuencias con- 
senso 0 para identificarlas en las bases de datos secuen- 
ciales. El Recuadro 3-2 ilustra las convenciones más 
comunes para representar secuencias consenso. (< 


Las secuencias de proteínas permiten deducir la historia 
de la vida en la Tierra 


La smuple cadena de letras con la que se simboliza la 
secuencia de aminoácidos de una proteína contiene 


una sorprendente cantidad de información. Al incre- 
mentarse el número de secuencias proteicas disponi- 
bles, uno de los principales empeños de los bioquímicos 
ha sido el desarrollo de métodos más potentes para la 
extracción de información a partir de ellas. El análisis 
de la información disponihle en las muchas y continua- 
mente crecientes bases de datos biológicos, que inclu- 
yen secuencias génicas y de proteínas y estructuras 
macromoleculares, ha dado lugar a la aparición del 
nuevo campo de la bioinformática. Uno de los pro- 
ductos de esta disciplina es el creciente número de 
programas informáticos, muchos de ellos disponibles 
fácilmente en Internet, que pueden ser utilizados por 
cualquier científico, estudiante o persona interesada. 
Toda función proteica reside en su estructura tridimen- 
sional que, a su vez, viene determinada principalmente 
por su estructura prirnaria. De este modo, la informa- 
ción bioquímica deducible de una secuencia proteica 
sólo está limitada por nuestro grado de comprensión de 
los principios estructurales y funcionales. La constante 
evolución de las herramientas bioinformáticas hace 
posible la identificación de segmentos funcionales en 
nuevas proteínas y sirve de soporte para el estableci- 
miento de sus relaciones secuenciales y estructurales 
con proteínas ya presentes en las bases de datos. Desde 
otra perspectiva, las secuencias de proteínas están 
empezando a aportar datos acerca de la evolución de 
las propias proteínas y, en último término, de la evolu- 
ción de la vida en el planeta. 

La paternidad del campo de la evolución molecular 
se suele adjudicar a Emile Zuckerkandl y Linus Pauling, 
cuyos trabajos de mediados de la década de 1960 fueron 
pioneros en el uso de secuencias de nucleótidos y pro- 
teínas para el estudio de la evolución. El punto de par- 
tida es engañosamente claro y simple: sí dos organismos 
están estrechamente relacionados, las secuencias de 
sus genes y proteínas serán muy similares. Las secuen- 
cias son cada vez más divergentes al aumentar la distan- 
cia evolutiva entre dos organismos. Este punto de vista 
empezó a dar sus frutos en los años 1970, cuando Carl 
Woese utilizó secuencias de RNA ribosómico para defi- 
nir a las arqueobacterias como un grupo de organismos 
distintos de otras bacterias y de los eucariotas (véase la 
Fig. 1-5). Las secuencias de proteínas ofrecen la opor- 
tunidad de refinar en profundidad la información dispo- 
nible. Gracias a los proyectos genoma que investigan 
organismos que van desde bacterias a humanos, el 
número de secuencias disponibles crece a una enorme 
velocidad, Esta información sirve para seguir la historia 
biológica. El reto consiste en aprender a leer el jeroglí- 
fico genético. 


RECUADRO 3-2 


Las secuencias consenso se pueden representar de 
| diferentes maneras. Usaremos los dos ejemplos de 
| secuencias consenso mostradas en la Figura 1 para 
| mostrar dos tipos de convenciones: (a) una estructu- 
ra de unión a ATP llamada lazo P (véase el Recuadro 
| 12-2) y (b) una estructura de unión a Ca” llamada 
f 
| 
| 


mano EF (véase la Fig. 12-12). Las reglas descritas 
aquí están adaptadas a partir de las utilizadas en la 
página web de comparación de secuencias PROSITE 
(http+//prosite.expasy.org/sequence_logo.html), que 
usan el código de una letra para los aminoácidos. 


[AG]-x(4)-G-K-[5T]7. 


D-4W)-[DNSI-1ILVFYW)-[DENSTG]-[DNOGHRK]-1GP3- 
[LIVMCI-[DENQSTAGCI-x(2)-[DEJ-[LIVMFYW]. 


Bits 
O æ AJ a h 


| 
| 
|| FIGURA 1 Representación de dos secuencias consenso. (a) Lazo 
| | P, una estructura de unión a ATP; (b) mano EF, una estructura de 
| unión a Ca”. {Fuentes: Datos secuenciales de los documentos (a) 
| | iD PDOCOOO?? y (b) ID PDOCOOO18, www.expasy.org.prosite, N. 
l Hulo et al, Nucleic Acids Res. 34:D227, 2006. Los logotipos de 
| secuencia fueron creados con Weblogo, http://weblogo.berkeley, 
| 
| 
| 


edu, G.E. Crocks et al, Genome Res. 14:1188, 2004 ] 


En una de las maneras de describir secuencias 


consenso (mostrada en la parte superior de (a) y 


(b)), cada posición se separa de la siguiente mediante 
un guion. Se escribe una x allí donde cualquier ami- 
noácido es posible. Las ambigiedades se indican lis- 


determinada entre eorchetes. Por ejemplo, en (a) 
| [AG] significa Ala o Gly. Si en una posición se permi- 


tando los aminoácidos aceptables en una posición 
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Secuencias consenso y logotipos de secuencia 


ten todos los aminoácidos excepto unos cuantos, 
aquellos no permitidos se listan entre llaves. Por 
ejemplo, en (b) {W} significa cualquier aminoácido 
excepto Trp. La repetición de un elemento de la 
secuencia se indica escribiendo a continuación de su 
símbolo el número de repeticiones o su rango entre 
paréntesis. Por ejemplo, en (a) x(4) indica X-Xx-X-X, y 
x(2,4) indica x-X, X-X-X O X-Xx-X-x. Cuando una pauta 
se restringe a los extremos amino o carboxilo de la 
secuencia, la pauta empieza con < o termina con >, 
respectivamente (esto no ocurre en los ejemplos aquí 
mostrados). Un punto indica el final. Aplicando estas 
reglas a la secuencia consenso de (a), A o G pueden 
hallarse en la primera posición. Las cuatro posiciones 
siguientes pueden ser ocupadas por cualquier ami- 
noácido, seguidas por las posiciones invariantes G y K. 
La última posición es S o T. 

Los logotipos de secuencia proporcionan una 
representación más informativa y gráfica de los ali- 
neamientos múltiples de secuencias de aminoácidos 
(o de ácidos nucleicos). Cada logotipo consiste en un 
apilamiento de símbolos para cada posición de la 
secuencia. La altura del apilamiento (en bits) indica el 
grado de conservación de la secuencia en esta posi- 
ción, mientras que la altura de cada uno de los símbo- 
los en la pilas indica la frecuencia relativa de aquel 
aminoácido (o nucleótido). En el caso de las secuen- 
cias de aminoácidos, los colores denotan sus caracte- 
rísticas: polares (G, S, T, Y, C, Q, N) en verde; básicos 
(K, R, H) en azul; acídicos (D, E) en rojo; e hidrofóbi- 
cos (A, V, L, I, P, W, F, M) en negro. La clasificación de 
los aminoácidos en este esquema es ligeramente dife- 
rente de los de la Tabla 3-1 y la Figura 3-5. Los ami- 
noácidos con cadenas laterales aromáticas están 
incluidos en los grupos de los no polares (F, W) y 
polares (Y). La glicina, siempre difícil de clasificar, se 
considera polar. Observe que cuando en una posición 
puede haber múltiples aminoácidos, raramente apare- 
cen con igual probabilidad y generalmente predomi- 
nan uno o unos pocos. La representación logotípica 
clarifica este predominio y la secuencia conservada 
queda clara. Sin embargo, algunos aminoácidos que 
pueden estar presentes en una posición quedan oscu- 
recidos, como es el caso de la Cys que puede aparecer 
en la posición 8 de la mano EF en (b). 


La evolución no ha tomado un camino simple y 
lineal. Cualquier intento de extraer la información evo- 
lutiva contenida en secuencias de proteínas está cuaja- 
do de complejidades. Los residuos aminoácidos esencia- 
les para la actividad de una determinada proteína se 
conservan a lo largo del tiempo evolutivo. Aquellos 
residuos menos importantes para la función pueden 
sufrir ciertas variaciones durante la historia, es deeir, 
puede haber sustituciones de aminoácidos, y estas 
variaciones pueden proporcionar la información necesa- 
ria para trazar el camino evolutivo. Sin embargo, las 
sustituciones de aminoácidos no se producen siempre al 
azar. En ciertas posiciones de la estructura primaria, la 
necesidad de mantener la función puede implicar que 


tan solo sean tolerables algunas sustituciones de ami- 
noácidos concretas. Algunas proteínas tienen un núme- 
ro mayor de residuos aminoácidos variables que otras. 
Por esta y otras razones, proteínas diferentes pueden 
evolucionar a velocidades distintas. 

Otro factor que complica la deducción de la historia 
evolutiva es la poco frecuente transferencia de un gen o 
grupo de genes de un organismo a otro, según un pro- 
ceso que se denomina transferencia génica lateral. 
Los genes transferidos pueden ser muy similares a los 
genes de los que derivaron en los organismos de parti- 
da, mientras que la mayor parte del resto de genes de 
los dos organismos pueden tener relaciones evolutivas 
muy distantes. Un ejemplo de transferencia génica late- 
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ral se encuentra en la reciente rápida extensión de 
genes de resistencia a los antibióticos entre las pobla- 
ciones bacterianas. Las proteínas derivadas de estos 
genes transferidos no serían buenos candidatos para el 
estudio de la evolución bacteriana porque solo compar- 
ten ina historia evolutiva muy limitada con sus organis- 
mos "huésped”. 

El estudio de la evolución molecular suele centrarse 
generalmente en familias de proteínas estrechamente 
relacionadas. En la mayoría de los casos, las familias 
escogidas tienen funciones esenciales en el metabolis- 
mo celular que han debido estar presentes en la células 
viables más primitivas, reduciendo de este modo la 
posibilidad de que hubieran sido introducidas reciente- 
mente por transferencia génica lateral. Por ejemplo, una 
proteína denominada EF-1la (factor de elongación la) 
está implicada en la smtesis de proteínas en todos los 
eucariotas. En bacterias se encuentra otra proteína 
similar, EF-Tu, con la misma función. Las similitudes en 
secuencia y función indican que EF-1a y EF-Tu son 
miembros de una familia de proteínas que comparten 
un ancestro común. Los miembros de las familias de 
proteínas son proteínas homólogas u homólogos. Se 
puede refinar más el concepto de homólogo. Si dos pro- 
teínas de una misma familia (es decir, dos homólogos) 
se encuentran en la misma especie, nos referimos a 
ellos como parálogos. Los homólogos de especies dife- 
rentes se denominan ortólogos. El proceso de recons- 
trucción de la evolución implica la previa identificación 
de familias adecuadas de proteínas homólogas para 
usarlas a continuación en la reconstrucción de los cami- 
nos evolutivos, 

Los homólogos se identifican utilizando programas 
de ordenador cada vez más potentes que son capaces 
de comparar directamente dos o más secuencias selec- 
cionadas o de buscar en voluminosas bases de datos 
para encontrar parientes evolutivos de una secuencia 
seleccionada. El proceso de búsqueda electrónica puede 
imaginarse como el deslizamiento de una secuencia 
sobre otra mucha hasta que se encuentra el mejor apa- 
reamiento. En el alineamiento secuencial se asigna un 
valor positivo a cada posición en la que los residuos 
aminoácidos son idénticos, valores que varían de un 
programa a otro, lo que proporciona una medida de la 
calidad del alineamiento. El procedimiento no está 
exento de complicaciones. En algunos casos las proteí- 
nas comparadas se aparean bien, por ejemplo, en dos 
segmentos secuenciales, mientras que estos segmentos 
están conectados por secuencias menos relacionadas y 
de longitudes diferentes. Por tanto, los dos segmentos 
coincidentes no pueden ser alineados al mismo tiempo. 
Para salvar este obstáculo, el programa informático 
mtroduce “huecos” en una de las secuencias para volver 
a colocar los segmentos apareables en registro 
(Fig. 3-33). Naturalmente, todos los posibles pares de 


secuencias podrían ser alineados prácticamente de 
alguna forma si se introdujera un número de huecos 
suficiente. Para evitar alineamientos no informativos, 
los programas incluyen penalizaciones para cada hueco 
introducido, lo que hace disminuir el valor o la puntua- 
ción del alineamiento global. A través de un proceso de 
prueba y error electrónico el programa selecciona el 
alineamiento con la puntuación óptima que maximiza el 
número de aminoácidos idénticos al tiempo que minimi- 
za la introducción de huecos. 

La observación de aminoácidos idénticos resulta a 
menudo inadecuada para la identificación de proteínas 
relacionadas o, lo que es más importante, para determi- 
nar la proximidad de las proteínas en una escala de 
tiempo evolutiva. La consideración de las propiedades 
químicas de los aminoácidos sustituidos permite esta- 
blecer un análisis más útil. Muchas de las sustituciones 
de aminoácidos observadas en una familia de proteínas 
pueden ser de tipo conservador, es decir, aquellas en las 
que un residuo aminoácido está reemplazado por otro 
de propiedades químicas similares. Por ejemplo, un 
residuo de Glu puede sustituir en una proteína a un 
residuo Asp encontrado en otra proteína de la misma 
familia; ambos aminoácidos están cargados negativa- 
mente. Esta sustitución conservadora debe obtener 
lógicamente una mayor puntuación en el alineamiento 
final que otra de tipo no conservador, como la sustitu- 
ción de un residuo Asp por el residuo hidrofóbico Phe. 

En la mayoría de los métodos de búsqueda de 
homologías y exploración de relaciones evolutivas, las 
secuencias de proteínas (obtenidas por secuenciación 
directa de la proteína o por secuenciación del DNA que 
la codifica) son superiores a las secuencias no génicas 
de ácidos nucleicos (aquellas que no codifican una pro- 
teína o un RNA funcional). Para un ácido nucleico, 
compuesto de cuatro tipos de residuos diferentes, un 
alineamiento al azar de secuencias no homólogas dará 
generalmente coincidencias en, al menos, un 25% de las 
posiciones. La introducción de un limitado número de 
huecos puede aumentar fácilmente la fracción de resi- 
duos coincidentes hasta el 40% o más, con lo que la 
probabilidad de obtener alineamientos de secuencias no 
relacionadas aumenta mucho. Los 20 aminoácidos dife- 
rentes de las proteínas reducen considerablemente la 
probabilidad de obtener alineamientos no informativos 
de este tipo. 

Los programas usados para la generación de alinea- 
mientos secuenciales se complementan con métodos 
que comprueban la fiabilidad de esos alineamientos. Un 
ensayo informático habitual consiste en desordenar la 
secuencia de aminoácidos de una de las proteínas com- 
paradas con el fin de obtener una secuencia al azar para 
hacer que a continuación el programa alinee la secuen- 
cia así “revuelta” con la otra secuencia no modificada. 
Se asignan puntuaciones al nuevo alineamiento y se 


Escherichia coli TGNRTIAVYDLGGGTFDISIIEIDEVDGEKTFEVLATNGDTHLGGEDFDSRLIHYL 


Bacillus subtilis DEDQTILLYDLGGGTPFDVSILELGDG 


FIGURA 3-33 Alineamiento de secuencias de proteína con el uso de 
huecos. Se muestra el alineamiento de secuencias de una pequeña parte 
de las proteínas Hsp70 (una clase muy extendida de chaperonas de plega- 
miento de proteinas) de dos especies bacterianas bien estudiadas, £. coli y 


TFEVRSTAGDNRLGGDDFDOQVIIDHAL 
Hueco 


Bacillus subtilis. La introducción de un hueco en la secuencia de B. subtilis 
permite un alineamiento mejor de los residuos de aminoácido en los dos 
lados del mismo. Los residuos idénticos están sombreados. [Fuente: Infor- 
mación de R.S. Gupta, Microbiol Mol. Biol Rev. 62:1435, 1998, Fig. 2.] 


repite el proceso muchas veces. El alineamiento origi- 
nal, obtenido antes del desordenamiento de una de las 
secuencias, debería tener una puntuación significativa- 
mente mayor que la de cualquiera de los alineamientos 
hechos con secuencias al azar; con ello, aumenta la 
confianza de que el alineamiento secuencial haya iden- 
tificado una pareja de homólogos. Obsérvese que la 
ausencia de una puntuación significativa para un deter- 
minado alineamiento no significa necesariamente que 
no exista una relación evolutiva entre dos proteínas. 
Como veremos en el Capítulo 4, las similitudes en 
estructura tridimensional ponen a veces de manifiesto 
relaciones evolutivas en casos en los que la homología 
secuencial ha sido borrada con el paso del tiempo. 

Para usar una familia de proteínas en estudios evo- 
lutivos es necesaria la identificación de miembros de 
esta familia con funciones moleculares similares en la 
gama de organismos lo más amplia posible. La informa- 
ción extraída de la familia de proteínas puede usarse 
para seguir la evolución de esos organismos. A partir del 
análisis de la divergencia genética en familias de proteí- 
nas seleccionadas es posible agrupar los organismos en 
clases basadas en su relación evolutiva. Esta informa- 
ción debe ser comparable a la obtenida a partir de los 
exámenes clásicos sobre la fisiología y la bioquímica de 
estos organismos. 

Es posible encontrar ciertos segmentos de la 
secuencia de una proteína en organismos de un grupo 
taxonómico y no en otros grupos; estos segmentos pue- 
den usarse como firmas secuenciales del grupo en el 
que se hallen. Un ejemplo de firma secuencial es la 
inserción de 12 aminoácidos cerca del extremo ami- 
no-terminal en las proteínas EF1o/EF-Tu en todas las 
arqueas y eucariotas pero no en bacterias (Fig. 3-34). 
Esta firma secuencial es una de las muchas claves bio- 
químicas que pueden ayudar en el establecimiento de 
las relaciones evolutivas de eucariotas y arqueas. Las 
firmas secuenciales permiten el establecimiento de rela- 
ciones evolutivas entre grupos de organismos en muchos 
niveles taxonómicos diferentes. 

Tomando en consideración la totalidad de la secuen- 
cia de una proteína, se pueden construir ahora árboles 
evolutivos más elaborados que incluyan muchas espe- 
cies en cada grupo taxonómico. La Figura 3-35 presen- 
ta un árbol de este tipo para bacterias, basado en la 
divergencia secuencial de la proteína GroEL (una pro- 
teína presente en todas las bacterias que colabora en el 
proceso de plegamiento proteico correcto). El árbol 
puede refinarse en base a las secuencias de múltiples 
proteínas y mediante la adición de datos sobre propie- 
dades bioquímicas y fisiológicas únicas de cada especie. 
Existen muchos métodos para la generación de árboles, 


Halobacterium halobiumn 

Arqueas Sulfolobus solfataricus 
, Saccharomyces cerevisiae 
Eucariotas Homo sapiens 
Bacteria gram-positiva Bacillus subtilis 
Bacteria gram-negativa Escherichia coli 


FIGURA 3-34 Firma secuencia de la familia de proteínas EF-1a/ 
EF-Tu. La firma secuencial (encuadrada) es una inserción de 12 residuos 
cerca del extremo amino-terminal de la secuencia. Los residuos que se 
alinean bien en las dos secuencias están sombreados. Tanto las argueas 
como los eucariotas tienen la firma, a pesar de que las secuencias de las 
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cada uno de ellos con sus ventajas e inconvenientes, y 
muchas maneras de representar las relaciones evoluti- 
vas resultantes. En la Figura 3-35 los puntos finales 
libres de las líneas reciben el nombre de “nodos exter- 
nos”; cada uno de ellos representa una especie existen- 
te, y así se describe. Los puntos de intersección de dos 
líneas, los “nodos internos” representan especies ances- 
trales extinguidas. En la mayor parte de representacio- 
nes (incluida la Figura 3-35), las longitudes de las líneas 
que conectan los nodos son proporcionales al número 
de sustituciones de aminoácidos que separan una espe- 
cie de otra. Si relacionamos dos especies existentes con 
un nodo interno común (que representa el ancestro 
común de las dos especies), la longitud de la rama que 
conecta el nodo externo con el interno representa el 
número de sustituciones de aminoácidos que separa 
cada una de las especies existentes de su ancestro. La 
suma de las longitudes de todos los segmentos que 
conectan una especie existente con otra a través de un 
ancestro común refleja el número de sustituciones que 
separa las dos especies. El árbol debe calibrarse a través 
de la comparación con informaciones sobre el registró 
fósil y otras fuentes con el fin de determinar el tiempo 
necesario para la divergencia de las diferentes especies. 

Al ir disponiendo progresivamente de mayor infor- 
mación secuencial en las hases de datos se pueden gene- 
rar árboles evolutivos basados en múltiples proteínas. 
Estos árboles se van refinando con la nueva información 
genómica generada por el uso de métodos de análisis 
cada vez más refinados. Estos trabajos conducen al obje- 
tivo de construir un árbol de la vida suficientemente 
detallado para poder describir la evolución y las relacio- - 
nes de cada organismo presente en la Tierra. Por 
supuesto, éste es un proceso en marcha (Fig. 3-36). En 
él, las preguntas que se formulan son fundamentales 
para definir la forma en que los seres humanos se con- 
templan a sí mismos y al mundo que los rodea. El campo 
de la evolución molecular promete convertirse en una de 
las fronteras científicas más vibrantes del siglo XXI. 


RESUMEN 3.4 Estructura covalente de proteínas 


© Las diferencias en la función proteica son el resulta- 
do de diferencias en la composición y en la secuencia de 
aminoácidos. Para una determinada proteína se permi- 
ten algunas variaciones en la secuencia sin que la fun- 
ción se vea afectada. 

M Las secuencias de aminoácidos se deducen a partir 
de la fragmentación de los polipéptidos en péptidos más 
pequeños mediante el uso de reactivos específicos para 
cierto tipo de enlaces peptídicos, seguida por la deter- 
minación de la secuencia de cada fragmento mediante 


Firma secuencial 
IGHVDHGKSTMVG RULLYETGSVPEHRVIEQH 


inserciones son bastante distintas entre los dos grupos. La variación en 
la firma secuencial refleja la divergencia evolutiva significativa que ha 
tenido lugar en este sitio desde que apareció en un primer ancestro de 
ambos grupos. [Fuente: Información de R.5. Gupta, Microbiol. Mol. Biol. 
Rev. 62:1435, 1998, Fig. 7.] 
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Clamidias | Chlamydia psittaci 
Bacteroides [ Porphyromonas gingivalis 


5/82 [E Helicobacter pylori 
Legionella pneumophila 
Pseudomonas aeruginosa 


Yersinia enterocolitica 
Salmonella typhi 
Escherichia coli 


P [ Neisseria gonorrhoeae 
Rickettsio meaa di 


tsutsugamushi 


Proteobacterias 


Bradyrhizobium japonicum 


Agrobacterium tumefaciens 
Zymomonas mobilis 


HA 
0.1 sustituciones sitio 


FIGURA 3-35 Árbol evolutivo derivado de comparaciones de secuen- 
cias de aminoácidos. Árbol evolutivo bacteriano, basado en la divergen- 
cia secuencial observada en la familia de proteínas GroEt. En el árbol 


degradación automática de Edman y finalmente la orde- 
nación de los fragmentos peptídicos mediante la locali- 
zación de zonas de solapamiento entre fragmentos 
generados por reactivos diferentes. También es posible 
deducir la secuencia de las proteínas a partir de la 
secuencia de nucleótidos de su gen correspondiente en 
el DNA o mediante espectrometría de masas. 

MM Es posible sintetizar químicamente péptidos y pro- 
teínas pequeñas (de hasta unos 100 aminoácidos). El 


Chlamydia trachomatis 


Borrelia burgdorferi 
Espiroquetas 
Leptospira interrogans 
Bacillus PS3 
Yi 
Bacillus subtilis + o 
Staphylococcus dureus A b S 
Clostridium acetobutylicum aj 8 
Clostridium perfringens T 
Streptomyces coelicolor E 
G+c |2 
Mycobacterium leprae alto z 
Mycobacterium tuberculosis 2 
Streptomyces albus [gene] 
Cyanidiurn caldarium chl. 
Synechocystis Cianobacterias 
Ricinus communis chi, y cloroplastos 
Dinin Friticum gesto chl. 
r napus chl. 
Arabidopsis thaliana chi. 


también se incluyen los cloroplastos (chl., abajo a la derecha) de algunas 
especies no bacterianas. ¡fuente: Información de R.S. Gupta, Microbiol. 
Mol. Biol. Rev. 62:1435, 1998, Fig. 11.] 


péptido se construye, residuo a residuo, mientras per- 
manece unido a un soporte sólido. 

© Las secuencias de proteínas constituyen una rica 
fuente de información sobre la estructura y función de 
proteínas, así como sobre la evolución de la vida sobre 
la Tierra. Se están desarrollando métodos sofisticados 
para trazar la evolución mediante el análisis de los len- 
tos cambios que se producen en la secuencias de ami- 
noácidos de proteínas homólogas. 


; Eucariotas 
Animales 
Plantas Hongos 
Mohos Microsporidia 
mucilaginosos 
Entamoeba 
Gram-positivos, Apicomplexa (p.ej., Plasmodium) 
ai Gram-positivos, € + Como Árqueas Euglena 
a y C alto Euryarcheota Kinetoplastos (p.ej., Trypanosoma} 
Só Korarchaeota Crenarchaeota 
Úrpuras « A ll 
Púrpuras y/8 l ) Parabasalia (p.ej., Trichomonas) 
Espiroquetas Ai Mitocondrias Y Metamonda (p.ej., Giardia) 
Fusobacterias a ERR OREI 
Flexibacter/ Bacteroides ia 
Cianobacterias 
Cloroplastos 
Thermus N Pi 
Aquifex 
LUCA 


FIGURA 3-36 Árbol de la vida consenso. El árbol que se muestra aquí 
se basa en e! análisis de muchas secuencias de proteínas diferentes y de 
caracteristicas genómicas adicionales. El árbol solo presenta una parte 
de la información disponible, así como solo una fracción de las incógni- 
tas todavía por resolver. Cada grupo existente que se muestra representa 
una historia evolutiva compleja por sí mismo. LUCA se refiere al último 


ancestro universal común (last universal common ancestor) a partir del 
cual evolucionaron todas las demás formas de vida. Las flechas verde y 
azul indican la asimilación endosimbiótica de tipos especiales de bacte- 
rias en células eucarióticas que las convirtieron en mitocondrias y cloro- 
plastos, respectivamente (véase la Fig. 1-40). [Fuente: Información de F. 
Delsuc et al., Nature Rev, Genet. 6:363, 2005, Fig. 1.] 


El Términos clave 


Todos los términos en negrita están definidos en el glosario. 


aminoácidos 76 
residuo 76 
grupo R 76 
centro quiral 76 
enantiómeros 76 
configuración 
absoluta 78 
sistema D,L 78 
polaridad 79 
absorbancia, A 80 
zwitterion 81 
pH isoeléctrico (punto 
isoeléctrico, pI) 84 
péptido 85 
proteína 85 
enlace peptídico 85 
oligopéptido 85 
polipéptido 85 
proteína oligomérica 87 
protómero 87 
proteína conjugada 88 
grupo prostético 88 
extracto crudo 89 
fracción 89 
fraccionamiento 89 
diálisis 89 
cromatografía 
de columna 89 
cromatografía 
de intercambio iónico 89 


E Problemas 


cromatografía de 
filtración en gel 92 
cromatografía 
de afinidad 92 
cromatografía líquida 
de alto rendimiento 
(HPLC) 92 
electroforesis 92 
dodecil sulfato sódico 
(SDS) 92 
enfoque isoeléctrico 94 
actividad específica 94 
estructura primaria 96 
estructura secundaria 96 
estructura terciaria 96 
estructura 
cuaternaria 96 
degradación de Edman 97 
proteasas 98 
MALDI MS 100 
ESIMS 100 
secnencia consenso 104 
bioinformática 104 
transferencia génica 
lateral 105 
proteínas homólogas 106 
homólogos 106 
parálogos 106 
ortólogos 106 
firma secuencial 107 


1. Configuración absoluta de la citrulina La citrulina ais- 
lada de la sandía tiene la estructura que se muestra a continua- 
ción. ¿Es un aminoácido D o L? Explique el porqué. 


ci H—C —NH, 


4 
H—=C—NH; 
coo” 


O 


2. Relación entre la curva de titulación y las propie- 
dades ácido-base de la glicina Una disolución de 100 mL 
de glicina 0,1 ma pH 1,72 se tituló con una disolución de 
NaOH 2 m. Se registraron los valores de pH y los resultados se 
representaron en una gráfica, tal como se muestra en el grá- 
fico. Los puntos clave de la titulación se señalan de I a Y. Para 
cada una de las afirmaciones siguientes, (a) a (o) identifique 
el punto clave adecuado de la titulación y justifique su elec- 
ción. 

(a) La glicina está presente predominantemente en la 
forma +H,N—CH, —C00H. 

(b) La carga neta media de la glicina es +4. 

(c) La mitad de los grupos amino están jonizados. 

(d) El pH es igual al pX, del grupo carboxilo. 

(e) El pH es igual al pK, del grupo amino protonado. 

(N) La glicina tiene su máxima capacidad tamponante. 

(8) La carga neta media de la glicina es igual a cero. 

(h) El grupo carboxilo ha sido titulado completamente 
(primer punto de equivalencia). 
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(i) La glicina está totalmente titulada (segundo punto de 
equivalencia). 

(G) La especie predominante es +H,N—CH,—COC-. 

(k) La carga neta media de la glicina es —1. 

(D La glicina está presente predominantemente como una 
mezcla 50:50 de +H,N—CH,-—CO0H y +H,N—CH,—COO0”. 

(m) Corresponde al punto isoeléctrico. 

(n) Corresponde al final de la titulación. 

(o) Representan las peores regiones de pH en cuanto al 
poder tamponante. 


0,5 10 1,5 2.0 
OH” (equivalentes) 


3. ¿Cuánta alanina está presente como especie comple- 
tamente sin carga? A un pH igual a su punto isoeléctrico, la 
carga neta de la alanina es cero. Se pueden dibujar dos estruc- 
turas con una carga neta de cero, pero la forma predominante | 
de la alanina a su pi es zwitteriónica. 


CH, CH; 
; O JÈ 
kai a G 
H o” H OH 
Zwitteriónica Sin carga 


(a) ¿Por qué la alanina es predorinantemente zwitterió- 
nica y no está completamente descargada en su pl? 

(b) ¿Qué fracción de alanina está presente en su pl como 
forma completamente descargada? Justifique sus respuestas. 


4, Estado de ionización de la histidina Cada grupo ioniza- 
ble de un aminoácido puede existir en uno de dos estados po- 
sibies, cargado o neutro. La carga eléctrica del grupo funcional 
viene determinada por la relación entre su pK, y el pH de la 
solución. Esta relación viene descrita por la ecuación de Hen- 
derson-Hasselbaich. 

(a) La histidina tiene tres grupos funcionales ¡onizables. 
Escriba las ecuaciones de equilibrio pertinentes para sus tres 
ionizaciones y asigne el pK, adecuado de cada ionización. Di- 
buje la estructura de la histidina en cada estado de ionización. 
¿Cuál es la carga neta de la molécula de histidina en cada es- 
tado de ionización? 

(b) Dibuje las estructuras de los estados de ionización de 
la histidina predominantes a pH 1, 4, 8 y 12. Observe que el 
estado de ionización puede ser obtenido aproximadamente 
tratando independientemente cada grupo ionizable. 

(c) ¿Cuál es la carga neta de la histidina a pH 1, 4, 8 y 12? 
Cuando se coloca en un campo eléctrico a cada uno de estos 
valores de pH ¿Se desplazará la histidina hacia el ánodo (+) o 
hacia el cátodo (2)? 
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5. Separación de aminoácidos por cromatografía de in- 
tercambio iónico El análisis de mezcias de aminoácidos em- 
pieza separando la mezcla en sus componentes mediante 
cromatografía de intercambio iónico. En una columna con una 
resina que contiene grupos sulfonato (—S50;,) (véase la Fig. 
3-17a) los aminoácidos fluyen a diferente velocidad debido a 
dos factores que retardan su movimiento: (1) la atracción ió- 
nica entre los residuos sulfonato de la columna y grupos fun- 
cionales cargados positivamente en los aminoácidos y (2) las 
interacciones hidrofóbicas entre las cadenas laterales de los 
aminoácidos y el esqueleto fuertemente hidrofóbico de la re- 
sina de poliestireno. Para cada par de aminoácidos señalados, 
determine cual eluirá antes en uma columna de intercambio 
catiónico con un tampón a pH 7,0. 

(a) Aspartato y Lisina 

(b) Arginina y Metionina 

(c) Glutamato y Valina 

(d) Glicina y Leucina 

(e) Serina y Alanina 


6. Nomenclatura de estereoisómeros de la isolencina La 
estructura del aminoácido isoleucina es: 


(a) ¿Cuántos centros quirales tiene? 

(b) ¿Cuántos isómeros ópticos? 

(c) Dibuje fórmulas de perspectiva de todos los isómeros 
ópticos de la isoleucina. 


7. Comparación de los valores de pK, de la alanina y 
polialanina La curva de titulación de la alanina muestra la 
ionización de dos grupos funcionales con valores de pK, de 
2,94 y 9,69, correspondientes a la ionización de los grupos 
carboxilo y amino protonado, respectivamente, La titulación 
de di-, tri- y oligopéptidos mayores de la alanina también 
muestra la ionización de sólo dos grupos funcionales, aunque 
los valores experimentales de pX' son diferentes. La tendencia 
de los valores de p% se resume en la tabla. 


Aminoácido o péptido pk, pK, 
Ala 2,34 9,69 
Ala-Ala 3,12 8,30 
Ala—Ala—Ala 3,39 83,03 
Ala—(Ala), Ala, n = 4 3,42 7,94 


(a) Dibuje la estructura de Ala-Ala-Ala. Identifique los 
grupos funcionales asociados con pK, y pK,. 

(b) ¿Por qué aumenta el valor de pø, en cada adición de 
un residuo Ala al oligopéptido de Ala? 

(c) ¿Por qué disminuye el valor de pX, en cada adición 
de un residuo Ala al oligopéptido de Ala? 


8. Tamaño de las proteínas ¿Cuál es la masa molecular 
aproximada de una proteína de 682 residuos aminoácidos en 
una única cadena polipeptídica? 


9. Número de residuos de triptófano en la albúmina de 
suero bovino Un análisis cuantitativo de aminoácidos indica 
que la albúmina de suero bovino (BSA) contiene 0,58 % en 
peso de triptófano (M_ 204). 

(a) Calcule la masa molecular mínima de la BSA (es de- 
cir, suponiendo que haya un solo residuo de triptófano por 
molécula de proteína). 

(b) Una cromatografía de exclusión molecular de la BSA da 
una estimación de masa molecular de unos 70.000, ¿Cuántos 
residuos de Trp hay en una molécula de albúmina de suero? 


10. Composición de subunidades de una proteína Una 
proteína tiene una masa molecular de 400 kDa medida por 
cromatografía de exclusión molecular. Si se analiza mediante 
electroforesis en presencia de dodeci! sulfato sódico (SDS), la 
proteína muestra tres bandas de masas moleculares 180, 160 y 
50 kDa. Cuando la electroforesis se realiza en presencia de 
SDS y ditiotreitol se observan también tres bandas de masa 
moleculares 160, 89 y 60 kDa. Determine la composición subu- 
nútaria de la proteína. 


11. Carga eléctrica neta de los péptidos Un péptido tiene 
la secuencia 


Glu-His-Trp-Ser-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly 


(a) ¿Cuál es la carga neta de la molécula a pH 3,8 y 11? 
(Utilice los valores de pK, para las cadenas laterales y grupos 
amino y carboxilo-terminales dados en la Tabla 3-1). 

(b) Estime el pl de este péptido. 


12. Punto isoeléctrico de la pepsina Se da el nombre de 
pepsina a una mezcla de varios enzimas digestivos secretados 
(en forma de proteínas precursoras mayores) por las glándu- 
las que recubren el estómago. Estas glándulas secretan tam- 
bién ácido clorhídrico, que disuelye la materia en forma de 
partículas de la comida, permitiendo que la pepsina corte en- 
zimáticamente moléculas individuales de proteína. La mezcla 
resultante de comida, HCl, y enzimas digestivos se denomina 
quimo y tiene un pH cercano a 1,5. ¿Qué pl predeciría para las 
proteínas de tipo pepsina? ¿Qué grupos funcionales han de 
estar presentes para proporcionar este pl a la pepsina? ¿Qué 
aminoácidos pueden aportar tales grupos a las proteínas? 


13. Punto isoeléctrico de las histonas Las histonas son 
proteínas que se encuentran en el núcleo de las células euca- 
rióticas, fuertemente unidas al DNA, el cual tiene muchos gru- 
pos fosfato. El pl de las histonas es muy elevado, alrededor de 
10,8. ¿Qué aminoácidos deben estar presentes en número rela- 
tivamente elevado en las histonas? ¿En qué forma contribuyen 
estos residuos a la fuerte unión entre las histonas y el DNA? 


14. Solubilidad de los polipéptidos Un método utilizado 
en la separación de polipéptidos se basa en sus diferentes so- 
lubilidades. La solubilidad de los polipéptidos grandes en agua 
depende de la polaridad relativa de sus grupos R, especial- 
mente del número de grupos ionizados: cuantos más grupos 
ionizados haya más soluble será el polipéptido. De los pares de 
polipéptidos siguientes ¿cuál es más soluble al pH indicado? 

(a) (Gly), o (Glu),, a pH 7,0 

(b) (Lys-Ala), o (Phe-Met), a pH 7,0 

(c) (Ala-Ser-Gly), o (Asn-Ser-His), a pH 6,0 

(d) (Ala-Asp-Gly), o (Asn-Ser-His), a pH 3,0 


15, Purificación de un enzima Un bioquímico descubre y 
purifica un enzima nuevo generando la siguiente tabla de puri- 
ficación: 


Proteína Actividad 
Procedimiento total (mg) (unidades) 
i. Extracto crudo 20.000 4.000.000 
2. Precipitación (sal) 5.000 3.000.000 
3. Precipitación (pH) 4.000 1.000.000 
4. Cromatografía de 200 800.000 

intercambio iónico 

5. Cromatografía de afinidad 50 750.000 
6. Cromatografía de 45 675.000 


exclusión molecular 


(a) A partir de la información dada en la tabla, calcule la 
actividad específica de la solución enzimática después de cada 
procedimiento de purificación. 

(b) ¿Cuál de los procedimientos de purificación utilizados 
con este enzima es el más efectivo (es decir, produce el 
máximo incremento en pureza)? 

(c) ¿Cuál de los procedimientos de purificación es el me- 
nos efectivo? 

(d) ¿Hay alguna indicación en los resultados de esta tabla 
de que el enzima tras el paso 6 sea ya puro? ¿Qué más se podría 
hacer para estimar la pureza de la preparación enzimática? 


16. Diálisis Una proteína purificada se encuentra en un tam- 
pón Hepes (N-(2-hidroxietil)piperazina-N”-(2-etanosulfónico) 
a pH 7 con NaCl 500 mm. Una muestra ( 1 mL} de la disolución 
de proteína se coloca en un tubo hecho con una membrana de 
diálisis y se dializa frente a 1 L del mismo tampón Hepes con 0 
mm de NaCl. Las moléculas e iones pequeños (como Na*, CF y 
Hepes) pueden difundir a través de la membrana de diálisis, 
pero no la proteína. 

(a) Al llegar la diálisis al equilibro, ¿cuál es la concentra- 
ción de NaCl en la nuestra de proteína? Suponga que no se 
producen variaciones de volumen durante la diálisis. 

(b) Si la muestra original de 1 mL se dializara dos veces 
sucesivas frente a 100 mL del mismo tampón Hepes con 0 mu 
de NaCl, ¿Cuál sería la concentración final de NaCl en la mues- 
tra? 


17. Purificación de péptidos A pH 7,0, ¿cuál sería el orden 
de elución de una columna llena de polímero intercambiador 
de cationes de los tres péptidos siguientes? Sus composiciones 
de aminoácidos son: 

Péptido A: Ala 10%, Glu 5%, Ser 5%, Leu 10%, Arg 10%, 
His 5%, le 10%, Phe 5%, Tyr 5%, Lys 10%, Gily 10%, Pro 5% y 
Trp 10%. 

Péptido B: Ala 5%, Val 5%, Gly 10%, Asp 5%, Leu 5%, Arg 
5%, lle 5%, Phe 5%, Tyr 5%, Lys 5%, Trp 5%, Ser 5%, Thr 5%, 
Glu 5%, Asn 5%, Pro 10%, Met 5% y Cys 5%. 

Péptido C: Ala 10%, Glu 10%, Gly 5%, Leu 5%, Asp 10%, 
Arg 5%, Met 5%, Cys 5%, Tyr 5%, Phe 5%, His 5%, Val 5%, Pro 
5%, Thr 5%, Ser 5%, Asn 5% y Gln 5%. 


18. Determinación de la secuencia del péptido cerebral 
leucina-encefalina A partir de tejido cerebral normal se ha 
aislado un grupo de péptidos que influyen sobre la transmisión 
nerviosa en ciertas partes del cerebro. Estos péptidos se cono- 
cen como opioides debido a que se fijan a receptores que se 
unen también a drogas opiáceas, tales como la morfina y la 
naloxona. De este modo los opioides imitan algunas de las pro- 
piedades de los opiáceos. Algunos investigadores consideran 
que estos péptidos son los inhibidores del dolor propios del 
cerebro. Utilizando la información que se da a continuación, 
determine la secuencia de aminoácidos del opioide leucina-en- 
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cefalina. Explique por qué su estructura está de acuerdo con 
todos los datos aportados. 

(a) La hidrólisis completa por HCI 6 m a 110°C seguida de 
análisis de aminoácidos indica la presencia de Gly, Leu, Phe y 
Tyr en una proporción molar 2:1:1:1. 

(b) El tratamiento del péptido con 1-fluoro-2,4-dinitro- 
benceno seguido por hidrólisis completa y cromatografía in- 
dicó la presencia del 2,4-dinitrofenil derivado de la tirosina. No 
se encontró tirosina libre. 

(c) La digestión completa del péptido con quimotripsina 
seguido de cromatografía dio lugar a un dipéptido que conte- 
nía Phe y Leu, más un tripéptido que contenía Tyr y Gly en una 
proporción 1:2 


19. Estructura de un antibiótico peptídico de Bacillus 
brevis Los extractos de la bacteria Bacillus brevis contienen 
un péptido con propiedades antibióticas. Este péptido forma 
complejos con los iones metálicos y, aparentemente, interfiere 
en el transporte iónico a través de las membranas celulares de 
ciertas especies bacterianas, matándolas. La estructura del pép- 
tido se ha determinado a partir de las siguientes observaciones. 

(a) La hidrólisis ácida completa del péptido seguida de 
análisis de aminoácidos produce cantidades equimoleculares 
de Leu, Orn, Phe, Pro y Val. Orn es ornitina, un aminoácido 
que no se halla presente en las proteínas pero que se encuen- 
tra en algunos péptidos. Tiene la estructura 


H 
+ | 
H3N— CH) —CH2—CH2—C “(007 
+NHy 


(b) La masa molecular del péptido se calculó en alrededor 
de 1.200, 

(c) Cuando se trató con el enzima carboxipeptidasa el 
péptido no experimentó hidrólisis alguna. Este enzima cataliza 
la hidrólisis del residuo carboxilo-terminal de un polipéptido a 
menos que el residuo sea Pro o no contenga un grupo car- 
boxilo libre por alguna razón. 

(d) El tratamiento del péptido intacto con 1-fluoro-2,4-dini- 
trobenceno, seguido de hidrólisis completa y cromatografía, 
dio sólo aminoácidos libres y el siguiente derivado: 


NO, 


H 
| 
caro on o A 


NH) 


(Sugerencia: observe que el 2,4-dinitrofenil derivado implica 
el grupo amino de una cadena lateral y no el grupo a-amino.) 

(e) La hidrólisis parcial del péptido seguida de separación 
cromatográfica y análisis de secuencia dio lugar a los di- y tri- 
péptidos siguientes (el aminoácido amino-terminal siempre se 
encuentra a la izquierda): 


Leu-Phe Phe-Pro Orn-Leu Val-Orn 
Val-Orn-Leu Phe-Pro-Val Pro-Val-Orn 


Dada la información anterior, deduzca la secuencia de aminoá- 
cidos del antibiótico peptídico. Exponga sus razonamientos. 
Cuando haya llegado a una estructura, demuestre que es cohe- 
rente con cada una de las observaciones experimentales. 


20. Eficiencia de la secuenciación de péptidos Un pép- 


tido con la estructura primaria Lys-Arg-Pro-Leu-lNle-Asp-Gly- 
Ala se secuencia por el procedimiento de Edman. Si cada ciclo 
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de Edman tuviera una eficiencia del 96%, qué porcentaje de 
los aminoácidos liberados en el cuarto ciclo sería leucina? 
Haga el cálculo de nuevo, suponiendo en esta ocasión una efi- 
ciencia del 99% para cada ciclo. 


21. Comparación de secuencias Las proteínas denomina- 
das chaperonas moleculares (descritas en el Capítulo 4) ayu- 
dan en el proceso de plegamiento de las proteínas. Una clase 
de chaperonas presente desde bacterias a mamíferos es la pro- 
teína de choque térmico 90 (Hsp90). Todas la chaperonas 
HspY90 contienen una “firma secuencial” de 10 aminoácidos 
que permite su rápida identificación en las bases de datos se- 
cuenciales. A continuación se muestran dos representaciones 
de esta firma secuencial: 


Y-x-[NQHD]-[KHR]-[DEF-LIVAJ-F-[LM]-R-[ED]. 


Bits 


(a) ¿Qué aminoácidos son invariantes (conservados en to- 
das las especies) en esta secuencia? 

(b) ¿En qué posición(es) está la naturaleza del aminoácido 
limitada a los de cadena lateral con carga positiva? ¿Qué ami- 
noácido se encuentra con más frecuencia en cada posición? 

(c) ¿En qué posiciones se restringen las sustituciones a 
los aminoácidos con cadena lateral de carga negativa? ¿Qué 
aminoácido predomina en cada posición? 

(d) En una de las posiciones puede haber cualquier aminoá- 
cido, aunque uno de ellos aparece con mucha mayor frecuencia 
que los demás. ¿Qué posición es ésta y cuál es el aminoácido? 


22. Métodos cromatográficos Una mezcla contiene tres 
polipéptidos cuyas secuencias se muestran a continuación re- 
presentadas mediante el código de una sola letra para los ami- 
noácidos: 
1. ATKNRASCLVPKHGALMFWRHKQLVSDPILQKRQHILLV- 
CRNAAG 
2. GPYFGDEPLDVHDEPEEG 
3. PHLLSAWKGMEGVGKSQSFAALIVILA 
De los tres, ¿cuál migrará más lentamente durante una croma- 
tografia en 

(a) una resina de intercambio iónico con las partículas 
recubiertas con grupos cargados positivamente? 

(b) una resina de intercambio iónico con las partículas 
recubiertas con grupos cargados negativamente? 

(e) una columna de exclusión molecular (filtración en gel) 
diseñada para separar péptidos pequeños como éstos? 

(d) ¿Qué péptido contiene el motivo de unión a ATP que 
se muestra en el siguiente logo secuencial? 


Bits 
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23. Determinación de la secuencia de aminoácidos de la 
insulina La Figura 3-24 muestra la secuencia de aminoácidos 
de la insulina bovina. Esta estructura fue determinada por 
Frederick Sanger y colaboradores. La mayor parte de su tra- 


bajo se describe en una serie de artículos publicados en Bio- 
chemical Journal entre 1945 y 1955. 

Cuando Sanger y sus colegas comenzaron su trabajo en 
1945 se sabía que la insulina era una proteína pequeña consis- 
tente en dos o cuatro cadenas polipeptídicas unidas por enla- 
ces disulfuro. Sanger y sus colaboradores habían desarrollado 
una serie de métodos simples para secuenciar proteínas. 

Tratamiento con FDNB. El FDNB (1-fluoro-2,4-dinitro- 
benceno) reaccionaba con los grupos amino libres (pero no 
con grupos amido o guanidino) de las proteínas produciendo 
derivados dinitrofenilo (DNP) de los aminoácidos. 


H 


Amina FDNB DNP-amina 


Hidrólisis ácida. Hirviendo una proteína durante varias 
horas en HCl al 10% se hidrolizaban todos sus enlaces peptídi- 
cos y amida. Tratamientos más cortos generaban polipéptidos 
cortos; cuanto más largo era el tratamiento, más completa era 
la hidrólisis de la proteína en sus aminoácidos. 

Oxidación de las cisteínas. El tratamiento una proteína 
con ácido perfórmico rompía todos los enlaces disulfuro y con- 
vertía todos los residuos Cys a ácido cisteico (véase la Fig. 3-28). 

Cromatografía en papel. Esta versión más primitiva que 
la cromatografía en capa fina (véase la Fig. 10-25) separaba 
compuestos en base a sus propiedades químicas, permitiendo 
la identificación de aminoácidos individuales y, en ocasiones, 
de dipéptidos. La cromatografía en capa fina separa también 
péptidos más grandes. 

Como se describe en su primer artículo (1945) Sanger 
hizo reaccionar insulina con FDNB e hidrolizó la proteína re- 
sultante. Encontró muchos aminoácidos libres pero sólo tres 
DNP-aminoácidos: a-DNP-glicina (con el grupo DNP unido al 
grupo «-amino); a-DNP-fenilalanina; y e-DNP-lisina (con el 
grupo DNP unido al grupo e-amino). De estos resultados San- 
ger dedujo que la insulina constaba de dos cadenas de pro- 
teína: una con Gly y otra con Phe en el extremo amino-terminal. 
Una de las dos cadenas contenía también un residuo Lys, pero 
no en su extremo amino. A la cadena que empezaba con Gly la 
llamó “A” y a la que empezaba con Phe la llamó “B”. 

(a) Explique cómo justifican los experimentos de Sanger 
sus conclusiones. 

(b) ¿Son estos resultados consistentes con la estructura 
conocida de la insulina (Fig. 3-24)? 

En un artículo posterior (1949), Sanger describió el modo en 

que utilizó estas técrricas para determinar los primeros ami- 

noácidos (el extremo amino-terminal) de cada cadena de insu- 

lina. Por ejemplo, para analizar la cadena B, llevó a cabo los 

pasos siguientes: 

1. Oxidó la insulina para separar las cadenas A y B. 

2. Preparó una muestra de cadena B pura por cromatografía 
en papel. 

3. Hizo reaccionar la cadena B con FDNB. 

4. —Hidrolizó la proteína suavemente en medio ácido para 
producir algunos péptidos más cortos. ` 

5. Separó los DNP-péptidos de los que no contenían grupos 
DNP. 

6. Aisló cuatro de los DNP-péptidos, que recibieron los nom- 
bres B1 a B4. 

Llevó a cabo una hidrólisis fuerte de cada DNP-péptido para 

obtener aminoácidos libres. 


Identificó los aminoácidos de cada péptido mediante cromato- 
grafía en papel. 


Obtuvo los resultados siguientes: 

B1: solamente a-DNP-fenilalanina 

B2: a-DNP-fenilalanina; valina 

B3: ácido aspártico; a-DNP-fenilalanina; valina 

B4: ácido aspártico; ácido glutámico; a-DNP-ferúlalanina; 

valina 

(c) En base a estos datos, ¿cuáles son los cuatro primeros 
aminoácidos de la cadena B (el extremo amino-terminal)? Ex- 
plique su razonamiento. 

(d) ¿Coincide el resultado con la secuencia conocida de la 
insulina (Figura 3-24)? Explique las discrepancias si las hay. 

Sanger y sus colaboradores usaron éstos y otros métodos 
relacionados para determinar la secuencia completa de las ca- 
denas A y B. Su secuencia para la cadena A era como sigue 
(extremo amino a la izquierda): 


1 5 10 
Gly—lle—V al-Glx-Glx-Cys—Cys—-Ala-Ser—Val- 
15 20 
Cys-Ser—Leu—Tyr-Glx-Leu-Glx-Asx—-Tyr—Cys—-Asx 


Al haberse convertido todos los residuos Asn a Asp y todos los 
residuos Gln a Glu a cansa de la hidrólisis ácida hubo que desig- 
nar a estos residuos como Asx y Glx, respectivamente (no se 
conocía su identidad exacta en el péptido). Sanger solucionó 
este problema usando enzimas proteolíticos que rompen enla- 
ces peptídicos, pero no los enlaces amida de Asn y Gly, para 


i 
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preparar péptidos más cortos. Á continuación determinó el nú- 
mero de grupos amino presente en cada péptido cuantificando 
el NH liberado cuando el péptido era sometido a hidrólisis 
ácida, A continuación se muestran algunos de los resultados 
para la cadena A. Es posible que tos péptidos no fueran comple- 
tamente puros por lo que los números eran aproximados, aun- 
que suficientemente buenos para los propósitos de Sanger. 


Nombre Secuencia 
del péptido del péptido 


Número de grupos 
amino en el péptido 


Acl Cys—Asx 0,7 
Apl5 Tyr-Gix-Leu 0,98 
Apl4 Tyr-Ghx-Leu-Glx 1,06 
Ap3 Asx-Tyr—Cys-Asx 2,10 
Apl Glx-Asx-Tyr—Cys—-Asx 1,94 
Apbpal Gly-le—Val-Glx 0,15 
Ap5 Gly-lNle-Val-Glx-Glx-Cys—-Cys— 
Ala-Ser—Val-Cys-Ser—Leu 1,16 


(e) En base a estos datos, determine la secuencia de ami- 
noácidos de la cadena A. Explique cómo obtuvo su respuesta. 
Combpárela con la Figura 3-24, 


Referencias 

Sanger, F. 1945. The free amino groups of insulin. Biochem. J. 
39:507-515. 

Sanger, F. 1949. The terminal peptides of insulin. Biochem. 
J. 45:563-574. 


o = 2 —— L m = 


| La Bibliografía complementaria se encuentra disponible en www.macmillanlearning.com/LehningerBiochemistryTe. 


CAPÍTULO 4 


Estructura tridimensional 
de las proteínas 


y 


Las herramientas de auto-estudio que sirven para practicar lo aprendido y reforzar los conceptos presentados en este capítulo 


se encuentran disponibles en la red. Visite www.macmillanlearning.com/LehningerBiochemistry7e. 


4.1 Visión general de la estructura 
de las proteínas 116 


4.2 Estructura secundaria de las proteínas 120 


4.3 Estructura terciaria y cuaternaria 
de las proteínas 125 


4.4  Desnaturalización y plegamiento 
de proteínas 142 


covalente de una proteína típica se compone de 
entenares de enlaces individuales, Dado que es 
posible la rotación libre alrededor de muchos de estos 
enlaces, las proteínas pueden adoptar, en principio, un 
número ilimitado de conformaciones. Sin embargo, cada 
proteína tiene una función química o estructural especí- 
fica, lo que sugiere que cada proteína posee una estruc- 
tura tridimensional única (Fig. 4-1). ¿Qué estabilidad 
tiene esta estructura? ¿Qué factores guían su formación 
y como se mantiene estable? A finales de los años 1920 
se habían cristalizado varias proteínas, entre ellas la 
hemoglobina (M, 64.500) y el enzima ureasa (M, 
483.000). Dado que, en general, la ordenación de las 
moléculas en un cristal sólo se puede dar cuando las 
unidades moleculares que componen el cristal son idén- 
ticas, el simple hecho de que las proteínas puedan cris- 
talizar es una prueba muy importante de que incluso las 
proteínas muy grandes son entidades químicas discre- 
tas con estructura única. Esta conclusión revolucionó el 
pensamiento vigente acerca de las proteínas y sus fun- 
ciones, pero dio lugar a una visión incompleta. La 
estructura de las proteínas siempre es maleable, a veces 
de manera sorprendente. Los cambios estructurales 
pueden ser tan importantes para la función de la proteí- 
na como la estructura misma. 

En este capítulo exploraremos la estructura de las 
proteínas. Haremos énfasis en seis temas. En primer 
lugar, la estructura o estructuras tridimensionales adop- 
tadas por una proteína vienen determinadas por su 


| | as proteínas son moléculas grandes. El esqueleto 


secuencia de aminoácidos. En segundo lugar, la función 
de una proteína depende de su estructura. En tercer 
lugar, la mayoría de proteínas aisladas existen en una 
única forma estructural o un pequeño número de ellas. 
En cuarto lugar, las fuerzas más importantes que esta- 
bilizan la estructura específica de una proteína son de 
naturaleza no covalente; el efecto hidrofóbico es parti- 
cularmente importante. En quinto lugar, dentro del 
gran número de estructuras proteicas únicas, es posible. 


- reconocer algunos patrones estructurales comunes que 


nos ayudan a organizar nuestro conocimiento sobre la 
arquitectura de las proteínas. Finalmente, la estructura 
de las proteínas no es estática, Todas las proteínas 
experimentan cambios de conformación, que pueden 
ser sutiles o espectaculares. Partes de muchas proteí- 
nas no poseen estructura discernible. Para algunas 
proteínas, la falta de estructura definida resulta básica 
para su función 


Glicina 


Quimotripsina 


FIGURA 4-1 Estructura del enzima quimotripsina, una proteína glo- 
bular Se muestra una molécula de glicina (gris) para la comparación de 
tamaños. Las estructuras tridimensionales conocidas de proteínas se 
almacenan en el Protein Data Bank o PDB (véase el'Recuadro 4-4). La 
imagen que se muestra aquí se elaboró utilizando el archivo PDB ID 
6GCH. [Fuente: PDB ID 6GCH, K. Brady et al., Biochemistry 29:7600, 
1990.] 
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4.1 Visión general de la estructura de 
las proteínas 


Se denomina conformación a la disposición espacial de 
los átomos de una proteína o parte de la misma. La posi- 
bles conformaciones de una proteína o segmento protei- 
co incluyen cualquier estado estructural que pueda 
lograrse sin romper enlaces covalentes. Un cambio de 
corformación puede ser, por ejemplo, el resultado de la 
rotación alrededor de enlaces sencillos. De entre las 
numerosas conformaciones teóricamente posibles para 
una proteína que contiene cientos de enlaces sencillos, 
hay una o, más generalmente, unas pocas, que predomi- 
nan en condiciones biológicas. La necesidad de la exis- 
tencia de múltiples conformaciones estables refleja los 
cambios que deben producirse en la mayor parte de 
proteínas cuando se unen a otras moléculas o catalizan 
reacciones. Las conformaciones existentes en unas con- 
diciones determinadas son generalmente las más esta- 
bles termodinámicamente, es decir, las que poseen la 
menor energía libre de Gibbs (G). Las proteínas que se 
encuentran en cualquiera de sus conformaciones funcio- 
nales y plegadas se denominan proteínas nativas. 

Para la mayor parte de proteínas una estructura par- 
ticular o un conjunto limitado de ellas son cruciales para 
su función. Sin embargo, partes de las proteínas carecen 
de estructura en muchos casos. Estos segmentos están 
intrínsecamente desordenados. En un pequeño número 
de casos, proteínas enteras se hallan intrínsecamente 
desordenadas a pesar de ser plenamente funcionales. 

¿Qué principios determinan cuáles son las conforma- 
ciones más estables de una proteína? El conocimiento de 
la conformación de una proteína puede construirse paso 
a paso a partir de la discusión sobre la estructura prima- 
ria en el Capítulo 3 y mediante la consideración de las 
estructuras secundaria, terciaria y cuaternaria. Á este 
enfoque tradicional se debe añadir un nuevo énfasis 
sobre patrones de plegamiento comunes y clasificables, 
también denominados estructuras supersecundarias, ple- 
gamientos o motivos, que proporcionan un adecuado 
contexto organizativo a este complejo esfuerzo. Empeza- 
remos por establecer algunos principios indicadores. 


La conformación de una proteína está estabilizada 
principalmente por interacciones débiles 


En el contexto de la estructura de proteínas, el termino 
estabilidad puede definirse como la tendencia a man- 
tener la conformación nativa. Las proteínas nativas solo 
son marginalmente estables. La AG entre los estados 
plegado y desplegado en condiciones fisiológicas se 
encuentra, normalmente, en el intervalo de tan solo 20 
a 65 kJ/mol. Una cadena polipeptídica determinada 
puede asumir teóricamente incontables conformaciones 
diferentes, lo que hace que su estado desplegado se 
caracterice por un alto valor de la entropía conformacio- 
nal. Este valor de la entropía, junto con las interaccio- 
nes por enlace de hidrógeno de muchos grupos de la 
cadena polipeptídica con el disolvente (agua), tiende a 
favorecer el mantenimiento del estado desplegado. 
Entre las interacciones químicas que contrarrestan 
estos efectos y estabilizan la conformación nativa se 
incluyen los enlaces disulfuro (covalentes) y las interac- 
ciones débiles (no covalentes) descritas en el Capítulo 


2: enlaces de hidrógeno, efecto hidrofóbico e interaccio- 
nes iónicas. 

Muchas proteínas carecen de enlaces disulfuro. El 
medio intracelular es en la mayoría de casos muy reduc- 
tor debido a las elevadas concentraciones de sustancias 
reductoras como el glutatión, por lo que la mayoría de 
grupos sulfhidrilo permanecen en estado reducido. En el 
exterior de la célula el ambiente es a menudo más oxi- 
dante y la formación de enlaces disulfuro es más proba- 
ble. En eucariotas, los enlaces disulfuro se encuentran 
principalmente en las proteínas secretadas extracelular- 
mente (por ejemplo, en la hormona insulina). Los enla- 
ces disulfuro son también escasos en proteínas bacteria- 
nas. Sin embargo, las bacterias termofílicas, así como las 
arqueas, suelen tener muchas proteínas con enlaces 
disulfuro estabilizantes, lo que probablemente constitu- 
ye una adaptación para la vida a temperaturas elevadas. 

En todas las proteínas de todos los organismos las 
interacciones débiles son de especial importancia para el 
plegamiento de las cadenas polipeptídicas en sus estruc- 
turas secundaria y terciaria. La asociación de múltiples 
polipéptidos para la formación de estructuras cuaterna- 
rias también depende de las interacciones débiles. 

La rotura de un solo enlace covalente requiere 
cerca de 200 a 460 kJ/mol, mientras que las interaccio- 
nes débiles pueden romperse con tan sólo de 0,4 a 30 
kJ/mol Los eniaces covalentes individuales que contri- 
buyen a las conformaciones nativas de proteínas, tales 
como los enlaces disulfuro que unen partes separadas 
de una única cadena polipeptídica, son claramente 
mucho más fuertes que las interacciones débiles indivi- 
duales. Sin embargo, al ser tan numerosas, las interac- 
ciones débiles son las que predominan como fuerza 
estabilizante de la estructura de las proteínas. En gene- 
ral, la conformación proteica de menor energía libre (es 
decir, la conformación más estable) es la que posee el 
mayor número de interacciones débiles. 

La estabilidad de una proteína no es únicamente el 
resultado de la suma de las energías libres de formación 
de las muchas interacciones débiles de su interior. Por 
cada uno de los enlaces de hidrógeno formado en una 
cadena polipeptídica durante el plegamiento, se debe 
romper otro enlace de hidrógeno (de energía similar) 
entre el mismo grupo y el agua. La contribución en esta- 
bilidad neta de un enlace de hidrógeno, o la diferencia de 
energía libre entre el estado plegado y el desplegado, 
puede ser cercana a cero. Las imteracciones iónicas pue- 
den ser estabilizantes o desestabilizantes. Debemos bus- 
car, pues, otras explicaciones para saber por qué la con- 
formación nativa de una proteína se encuentra favorecida. 

Al examinar cuidadosamente la contribución de las 
interacciones débiles a la estabilidad de las proteínas, 
observamos que suele predominar el efecto hidrofóbi- 
co. El agua pura contiene una red de moléculas de H,O 
unidas por puentes de hidrógeno. Ninguna otra molécu- 
la tiene el potencial de formación de enlaces hidrógeno 
del agua, y la presencia de otras moléculas en una diso- 
lución acuosa perturba los enlaces de hidrógeno del 
agua. Cuando el agua rodea una molécula hidrofóbica, la 
optimización de los enlaces de hidrógeno da como 
resultado la formación de una capa de solvatación de 
agua altamente estructurada en la inmediata proximi- 
dad de la molécula (véase la Fig. 2-7). El incremento del 
orden de las moléculas de agua en la capa de solvata- 


ción tiene como consecuencia un descenso desfavorable 
en la entropía del agua. Sin embargo, cuando los grupos 
hidrofóbicos se agrupan se reduce la capa de solvata- 
ción al no presentar cada uno de los grupos toda su 
superficie a la disolución. Como resultado de ello se 
produce un aumento favorable de la entropía. Como se 
decía en el Capítulo 2, este aumento de la entropía es la 
principal fuerza termodinámica que promueve la asocia- 
ción de grupos hidrofóbicos en disolución acuosa. Por 
esta razón, las cadenas laterales hidrofóbicas de los 
aminoácidos tienden a empaquetarse en el interior de la 
proteína, evitando su interacción con el agua (piense en 
lo que ocurre con una gota de aceite en agua). De este 
modo, las secuencias de aminoácidos de la mayoría de 
proteínas presentan un contenido significativo de resi- 
duos con cadena lateral hidrofóbica (en especial Leu, 
lle, Val, Phe y Trp). Estos residuos se posicionan de 
manera que quedan agrupados formando un núcleo 
hidrofóbico cuando se pliega la proteína, 

En condiciones fisiológicas la formación de enlaces 
de hidrógeno en una proteína es también un proceso 
dirigido en gran medida por este misino efecto entrópi- 
co. Los grupos polares pueden formar normalmente 
enlaces de hidrógeno con el agua y son, por tanto, solu- 
bles en ella. Sin embargo, el número de enlaces de hidró- 
geno por unidad de masa es generalmente mayor en el 
agua pura que en cualquier otro líquido o disolución, por 
lo que existen límites a la solubilidad incluso para las 
moléculas más polares a causa de la disminución neta de 
enlaces de hidrógeno por unidad de masa que se produ- 
ce cuando están presentes. En consecuencia, y hasta 
cierto punto, también se formará una capa de solvata- 
ción alrededor de las moléculas polares. A pesar de que 
la energía de formación de enlaces de hidrógeno intra- 
moleculares entre dos grupos polares de una macromo- 
lécula se compensa en gran parte por la eliminación de 
las interacciones entre estos mismos grupos y el agua, la 
desestructuración del agua al producirse la interacción 
intramolecular proporciona una fuerza entrópica impul- 
sora del plegamiento. La mayor parte de la variación 
neta de energía libre que se produce al formarse interac- 
ciones débiles en el interior de las proteínas es, por 
tanto, una consecuencia del aumento en entropía en la 
disolución acuosa circundante debido a la interiorización 
de superficies hidrofóbicas. Esto contrarresta con creces 
la gran pérdida de entropía conformacional del polipép- 
tido que está limitado a su conformación plegada. 

El efecto hidrofóbico juega un papel especialmente 
importante en la estabilización de la conformación de las 
proteínas; el interior de una proteína estructurada es 
generalmente un núcleo densamente empaquetado de 
cadenas laterales hidrofóbicas de aminoácidos. También 
es importante que cualquier grupo polar o cargado situa- 
do en el interior de la proteína tenga cerca otros grupos 
adecuados para el establecimiento de enlaces de hidróge- 
no o interacciones iónicas. La contribución de un enlace 
de hidrógeno a la estabilidad de la estructura nativa 
parece pequeña, pero la presencia de grupos con poten- 
cial de formación de puente de hidrógeno sin la pareja 
adecuada en el interior hidrofóbico de la proteína puede 
ser tan desestabilizante que las conformaciones que los 
contienen son a menudo imposibles de mantener termo- 
dinámicamente. La variación favorable de energía libre 
debido a la combinación de varios de estos grupos con 
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otros de la disolución externa que los rodea puede ser 
mayor que la diferencia de energía libre entre los estados 
plegado y desplegado. Además, los enlaces de hidrógeno 
entre grupos de la proteína se forman cooperativamente 
(la formación de un enlace de hidrógeno facilita la forma- 
ción de los siguientes) en estructuras secundarias repeti- 
tivas que optimizan el uso de los enlaces de hidrógeno, 
como veremos más adelante. De este modo, los enlaces 
de hidrógeno desempeñan a menudo un importante 
papel en la conducción del proceso de plegamiento. 

La interacción entre grupos de carga opuesta que 
forman un par iónico, o puente salino, puede tener efec- 
tos estabilizantes o desestabilizantes sobre la estructura 
proteica. Como ocurre con los enlaces de hidrógeno, las 
cadenas laterales de los aminoácidos cargados interac- 
cionan con el agua y las sales cuando la proteína está 
desplegada, por lo que debe considerarse la pérdida de 
estas interacciones al evaluar el efecto de un puente 
salino sobre la estabilidad global de una proteína plega- 
da. Sin embargo, la fuerza de un puente salino incre- 
menta al desplazarse hacia un entorno con menor cons- 
tante dieléctrica, e (véase la pág. 50): desde el disol- 
vente polar acuoso (e cercana a 80) hasta el interior no 
polar de la proteína (e cercana a 4). Por tanto, los 
puentes salinos, en especial los que están parcial o com- 
pletamente ocultos en el interior, pueden aportar una 
estabilización significativa a la estructura de una proteí- 
na, Ello explica el incremento en el número de puentes 
salinos interiorizados en las proteínas de organismos 
termofílicos. Las interacciones iónicas también limitan 
la flexibilidad estructural, confiriendo a la estructura 
proteica una individualidad que no pueden proporcio-. 
nar las interacciones hidrofóbicas no específicas. 

En el entorno atómico altamente empaquetado de 
una proteína, otro tipo de interacciones débiles puede 
producir un efecto significativo, las interacciones de yan 
der Waals. Las interacciones de van der Waals son del 
tipo dipolo-dipolo, entre los que se cuentan dipolos eléc- 
bricos permanentes en grupos tales como el carbonilo, 
dipolos transitorios derivados de las fluctuaciones de la 
nube electrónica que rodea los átomos y dipolos induci- 
dos por la interacción de un átomo con otro que posee 
un dipolo permanente o transitorio. Al aproximarse los 
átomos, estas interacciones dipolo-dipolo generan una 
fuerza atractiva intermolecular que opera tan sólo den- 
tro de una distancia corta (0,3 a 0,6 nm). Las interaccio- 
nes individuales de van der Waals, al ser débiles, contri- 
buyen poco a la estabilidad global de la proteína. Sin 
embargo, el número de estas interacciones puede ser 
muy sustancial en una proteína bien empaquetada o en 
una interacción entre una proteína y otra proteína u otra 
molécula con una superficie complementaria. 

La mayor parte de los modelos estructurales esbo- 
zados a lo largo de este capítulo son reflejo de dos reglas 
simples: (1) los residuos hidrofóbicos se encuentran 
sepultados en el interior de la proteína, lejos del contac- 
to con el agua, y (2) en el interior de la proteína se 
maximiza el número de enlaces de hidrógeno y de inte- 
racciones iónicas, lo que reduce el número de grupos no 
apareados capaces de formar enlaces de hidrógeno o 
enlaces iónicos con otro grupo adecuado. Las proteínas 
que se localizan en membranas (analizadas en el Capí- 
tulo 11) y las intrínsecamente desordenadas o que 
poseen segmentos intrínsecamente desordenados 
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Linus Pauling , 1901-1994 
[Fuente: Nancy R. Schiff/Getty Images.]  [Fuente: Cortesía de los Archivos del 
California Institute of Technology] 


Robert Corey, 1897-1971 


siguen reglas diferentes. Esto es un reflejo de su fun- 
ción particular o de su entorno, peró las interacciones 
débiles siguen siendo elementos estructurales críticos. 
Por ejemplo, los segmentos de proteínas solubles aun- 
que intrínsecamente desordenados son ricos en aminoá- 
cidos con cadena lateral cargada (en especial Arg, Lys o 
Glu) o pequeños (Gly, Ala), lo que deja pocas o nulas 
oportunidades a la formación de un núcleo hidrofóbico 
estable. 


(a) 


El enlace peptídico es plano y rígido 


Los enlaces covalentes también imponen límites impor- 
tantes a las posibles conformaciones de un polipéptido. 
A finales de la década de 1930, Linus Pauling y Robert 
Corey iniciaron una serie de estudios que sentaron las 
bases de nuestros conocimientos actuales sobre la 
estructura proteica. Empezaron con un análisis cuida- 
doso del enlace peptídico. 

Los carbonos a de residuos aminoácidos adyacentes 
se encuentran separados por tres enlaces covalentes, 
ordenados así: C —C—N—C Los estudios de difrac- 
ción de rayos X de cristales de aminoácidos y de dipép- 
tidos y tripéptidos sencillos demostraron que el enlace 
peptídico C—-N es ligeramente más corto que el enlace 
C—N de una amina simple y que los átomos asociados 
con el enlace son coplanares. Esto indicaba la existencia 
de una resonancia, es decir, que el oxígeno carbonílico y 
el nitrógeno amida compartían parcialmente dos pares 
de electrones (Fig. 4-2a). El oxígeno tiene una carga 
negativa parcial y el hidrógeno unido al nitrógeno una 
carga neta positiva parcial, formando un pequeño dipolo 
eléctrico. Los seis átomos del grupo peptídico se 
encuentran en el mismo plano, con el átomo de oxígeno 
del grupo carbonílico en posición trans respecto al 
átomo de hidrógeno del nitrógeno amida. A partir de 
estos descubrimientos, Pauling y Corey dedujeron que 
los enlaces peptídicos C—N no pueden girar libremente 


(b) 


+180* 


FIGURA 4-2 El grupo peptídico plano. (a) Cada enlace peptídico tiene carác- 
ter parcial de doble enlace debido a la resonancia, y no puede girar. A pesar de que 
se suele representar el átomo de N de un enlace peptídico con un carga parcial posi- 
tiva, un análisis cuidadoso de los orbitales enlazantes mediante mecánica cuántica 
indica que el N tiene una carga neta neutra o ligeramente negativa. (b) Tres enlaces 
separan los carbonos a secuencialmente consecutivos en una cadena polipeptidica. 
Los enlaces N—C, y C—C pueden rotar, y sus ángulos de enlace se denominan ¢ y 
Y, respectivamente. El enlace peptídico C—N no puede rotar libremente. Otros 
enlaces sencillos de la cadena principal pueden tener también impedida la rotación, 
según el tamaño y carga de los grupos R. (c) Átomos y planos que describen w. (d) 
Por convención, se considera que los ángulos 4 y y tienen un valor de 180° (o 
-180) cuando el primer y cuarto átomos se encuentran lo más alejados posible y el 
péptido está completamente extendido. Si el observador mira en la dirección del 
enlace que rota (en cualquier dirección) los ángulos ¢ y y aumentan cuando el 
cuarto átomo gira en el sentido de las agujas del reloj con relación al primero. En las 
proteinas, algunas de las conformaciones aquí mostradas (p.ej. 0%) están prohibidas 
a causa de impedimentos estéricos entre átomos. De (b) a (d), las esferas que 
representan átomos son más pequeñas que el radio de van der Waals a esta escala. 


a causa de su carácter parcial de doble enlace. La rota- 
ción es posible alrededor de los enlaces N—C y C_—C. 
El esqueleto polipeptídico de una proteína puede visua- 
lizarse, por tanto, como una serie de planos rígidos en la 
que los planos consecutivos comparten un punto común 
de giro alrededor de C, (Fig. 4-2b). La rigidez de los 
enlaces peptídicos limita el número de conformaciones 
que puede adoptar una cadena polipeptídica. 

La conformación de un péptido está definida por 
tres ángulos diedros (también conocidos como ángulos 
de torsión) denominados ¢ (fi), Y (psi) y w (omega), 
que describen la rotación alrededor de cada uno de los 
tres enlaces repetidos en la cadena principal. Un ángulo 
diedro es el ángulo formado por la intersección de dos 
planos. En el caso de los péptidos, los planos se definen 
por los vectores de enlace de la cadena principal. Dos 
vectores de enlace sucesivos describen un plano. Tres 
vectores de enlace sucesivos describen dos planos (el 
vector de enlace central es común a los dos; Fig. 4-2c), 
y el ángulo entre los dos planos es lo que medimos para 
describir la conformación de la proteína. 


3> Convención dave: Los importantes ángulos diedros de 
un péptido se definen mediante tres vectores de enlace 
que conectan cuatro átomos consecutivos de la cadena 
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FIGURA 4-3 Representación de Ramachandran para los residuos de 
1-Ála. Las conformaciones de los péptidos se definen por los valores de ¢ 
y Y. Basándose en cálculos en los que se utilizan radios de van der Waals 
y ángulos diedros conocidos, las conformaciones consideradas posibles 
son las que implican poca, o ninguna, interferencia estérica. Las áreas 
sombreadas en azul oscuro reflejan conformaciones que no implican 
solapamiento estérico si los radios de van der Waals de los átomos se 
modelan como una esfera dura y, por tanto, están totalmente permitidas; 
el azul de intensidad media indica conformaciones permitidas si se 
admite una aproximación adicional entre átomos de 0,1 nm, un choque 
tolerable; el área azul claro indica conformaciones posibles si se permite 
cierta flexibilidad (unos pocos grados) en el ángulo diedro w que describe 
el enlace peptídico (generalmente fijado en 180°). Las regiones en blanco 
representan conformaciones no permitidas. La estereoquimica de los 
residuos L-aminoácidos origina la asimetría de la representación. Las 
representaciones para otros residuos aminoácidos no ramificados de la 
serie 1 son prácticamente idénticas. Los márgenes permitidos para los 
residuos aminoácidos ramificados tales como Val, lle y Thr son algo más 
pequeños que para Ala. El residuo Gly, el que tiene menos impedimentos 
estéricos, presenta un margen mucho más amplio de conformaciones 
permitidas. El margen para los residuos Pro está muy restringido debido a 
que el valor de ¢ está timitado por su cadena lateral cíclica a un margen 
entre -35° a -85* (Fuente: Información de T.E. Creighton, Proteins, p. 
166 O 1984 de W.H. Freeman and Company. Reimpreso con permiso. ] 


4.1 Visión general de la estructura de las proteínas 119 


principal (esqueleto polipeptídico) (Fig. 4-2c): $ inclu- 
ye los enlaces C—N—C,—C (la rotación tiene lugar 
alrededor del enlace N—C ), mientras que y incluye los 
enlaces N—C —C—N. Tanto $ como + tienen, por con- 
vención, valores de +180% cuando el polipéptido se 
halla completamente extendido y todos los grupos pep- 
tídicos se encuentran en el mismo plano (Fig. 4-2d). Al 
mirar en la dirección del vector del enlace central en la 
dirección de la flecha del vector (como se ve en la Fig. 
4-2c para el caso de y), los ángulos diedros aumentan al 
rotar el átomo distal (el cuarto) en el sentido de las agu- 
jas del reloj (Fig. 4-2d). Desde la posición de +180°, el 
ángulo diedro aumenta desde -180° a 0°, en cuyo punto 
los átomos primero y cuarto se eclipsan. Continuando la 
rotación desde 0% a +180% (Qa misma posición que 
-1809) se llega a la misma estructura inicial. No se suele 
considerar el tercer ángulo diedro, w. Éste incluye los 
enlaces C —C—N—C En este caso el enlace central es 
el peptídico, cuya rotación está limitada. El enlace pep- 
tídico se encuentra normalmente (el 99,6% del tiempo) 
en la configuración trans, limitando el valor de w a 
+180”. El valor de w es de 0? para el caso poco frecuen- 
te de un enlace peptídico en cis. << 


En principio, 4 y y pueden adoptar cualquier valor 
entre -180° y +180*, pero muchos de estos valores no 
son accesibles a causa de las interferencias estéricas 
entre átomos del esqueleto polipeptídico y de las cade- 
nas laterales de los aminoácidos. Por esta razón, la 
conformación en la que ¢ y y valen 0 es una de las 
inaccesibles (Fig. 4-2d); este valor se usa meramente 
como punto de referencia para describir los ángulos ' 
diedros. Los valores permitidos para $ y Y pueden 
visualizarse gráficamente representando y frente a q, 
en la que se denomina representación de Rama- 
chandran (Fig. 4-3), introducida por G.N. Ramachan- 
dran. Veremos que las representaciones de Ramachan- 
dran son herramientas muy útiles que se usan frecuen- 
temente para comprobar la calidad de las estructuras 
tridimensionales de las proteínas depositadas en los 
bancos de datos internacionales. 


RESUMEN 4.1 Visión general de la estructura de las 
proteínas 


E Toda proteína posee una o más estructuras tridi- 
mensionales, o conformaciones, que son un reflejo de su 
función. Algunas proteínas tienen segmentos intrínse- 
camente desordenados. 

E La estructura proteica está estabilizada en su mayor 
parte por múltiples interacciones débiles. El efecto 
hidrofóbico, derivado del incremento de entropía del 
agua circundante cuando se agrupan moléculas o gru- 
pos apolares, son las que más contribuyen en la estabi- 
lización de la forma globular de la mayoría de proteínas 
solubles. También contribuyen la interacciones de van 
der Waals. Los enlaces de hidrógeno y las interacciones 
iónicas están optimizadas en las estructuras más esta- 
bles termodinámicamente. 

MM Los enlaces covalentes no peptídicos, especialmen- 
te los enlaces disulfuro, contribuyen a la estabilización 
de la estructura de algunas proteínas. 

MM La naturaleza de los enlaces covalentes en el esque- 
leto polipeptídico impone limitaciones en la estructura, 
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El enlace peptídico tiene un carácter de doble enlace 
parcial que mantiene a los seis átomos del grupo peptí- 
dico en una configuración plana rígida. Los enlaces 
N—C— y C—C pueden rotar asumiendo, respectiva- 
mente, diversos valores en los ángulos 4 y y. 

M La representación de Ramachandran es una des- 
cripción visual de las combinaciones de los ángulos 
diedros $ y yque están permitidos en una cadena peptí- 
dica o que no lo están debido a impedimentos estéricos. 


4.2 Estructura secundaria 
de las proteínas 


El término estructura secundaria se refiere a cual- 
quier segmento de una cadena polipeptídica y describe la 
distribución espacial local de los átomos de su cadena 
principal, sin tener en cuenta la conformación de sus 
cadenas laterales ni su relación con otros segmentos. Una 
estructura secundaria se considera regular cuando 
todos los ángulos diedros ¢ y y adoptan valores iguales 
en todo el segmento. Existe un número limitado de 
estructuras secundarias que son particularmente esta- 
bles y que se encuentran ampliamente distribuidas en las 
proteínas. Las más destacables son las conformaciones 
en hélice a y 4, otra muy habitual recibe el nombre de 
giro Ø. AMí donde no se observa una estructura regular, 
la estructura se suele describir como indefinida o como 
estructura al azar. Sin embargo, esta última denomina- 
ción no describe correctamente la estructura de estos 
segmentos. En la mayoría de proteínas el camino que 
sigue una cadena polipeptídica no es al azar, sino que es 
constante y altamente específica en relación con la 


Amino-terminal 


| Q Carbono 
| O Hidrógeno 
| Q Oxigeno 
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(a) Carboxito-terminal (b) 


FIGURA 4-4 Modelos de hélice «+ que muestran aspectos diferentes 
de su estructura (a) Modelo de esferas y varillas en el que se muestran 
los enlaces de hidrógeno intracatenarios. La unidad repetitiva es una 
vuelta de hélice, de 3,6 residuos. (b) La hélice a vista desde un extremo 
a lo largo del eje longitudinal (obtenida a partir de PDB ID 4TNC)> 
Obsérvense las posiciones de los grupos R, representados por esferas 
púrpura. Este madelo de bolas y varillas, que resalta la disposición heli- 
coidal, da la falsa impresión de que la hélice está hueca porque las esfe- 
ras no representan los radios de van der Waals de los átomos individua- 
les. (c) Como muestra el modelo de esferas de van der Waals, los 


estructura y función de cada proteína. Nuestra discusión 
se centrará en las estructuras regulares más frecuentes. 


La hélice œ es una estructura secundaria habitual 
en proteínas 


Pauling y Corey eran conseientes de la importancia de los 
enlaces de hidrógeno en la orientación de los grupos quí- 
micos polares tales como el C=0 y el N—H del enlace 
peptídico. Eran también conocedores de los resultados 
experimentales de William Astbury quien, en la década de 
1930, había llevado a cabo un trabajo pionero sobre las 
proteínas con rayos X. Astbury demostró que la proteína 
que constituye las púas del puerco espín y el cabello (la 
proteína fibrosa «-queratina) posee una estructura regu- 
lar que se repite cada 5,15 a 5,2 Å. (El angstrom, Å, nom- 
bre debido al físico Anders J. Ángstróm, es igual a 0,1 nm. 
Aunque no es una unidad del Sistema Internacional (SL), 
es utilizada universalmente por los biólogos estructurales 
para describir distancias atómicas ya que equivale aproxi- 
madamente a la longitud de un enlace C—H típico.) Con 
esta información y sus datos acerca del enlace peptídico, 
y con la ayuda de modelos moleculares precisos, Pauling 
y Corey se propusieron determinar cuáles eran las confor- 
maciones más probables de las moléculas de proteína. 

El primer avance importante llegó en 1948. Pauling 
era entonces profesor visitante en la Universidad de 
Oxford; cayó enfermo y se retiró a su apartamento para 
tomarse unos días de descanso. Aburrido porque no 
encontraba lecturas estimulantes, cogió papel y lápiz para 
trabajar en algún modelo plausible de la estructura que 
podría adoptar una cadena polipeptídica. El modelo desa- 


(c) (d) 


átomos en el centro de la hélice a están en contacto muy cercano. (d) 
Proyección de rueda helicoidal de una hélice œ. En esta representación 
se utilizan colores para identificar superficies con propiedades particula- 
res. Los residuos amarillos, por ejemplo, podrían ser hidrofóbicos y ade- 
cuarse a la posible interfase entre esta hélice y otra parte del mismo © 
de otro polipéptido, Los residuos en rojo (negativos) y azul (positivos) 
ilustran el potencial de interacción entre cadenas laterales de carga 
opuesta cuando están separadas por dos residuos de la hélice. [Fuente: 
(b, c) derivados de PDB ID 4TNC, K.A. Satyshur et al., J. Biol Chem. 
263:1628, 1988.1 


TABLA 4-1 


Ángulos d y y; ideales 


de las estructuras secundarias 
comunes de proteina 


q. EPS MA. TA 
| Hélice a -57 ° -47° | 
Conformación 8 | 
Antiparalela -139° +135 | 
Paralela -119°  +113° | 
Triple hélice del colágeno ~51° + 153° 
Giro ĝ tipo l 
isr -60° -30° 
EET -90° 0° 
Giro 8 tipo Íl | 
+1 -60° +120° | 
i+2 +80° +0° | 


Nota: a menudo, en reales los ángulos diedros varían 
ligeramente respecto a los valores ideales aquí expresados. 
aLos ánguios ¡+1 e ¡+2 son los del segundo y tercer residuos 
aminoácidos del giro $, respectivamente. 


rrollado, que más tarde confirmaría conjuntamente con 
Corey y con su colega Herman Branson, era la disposición 
más simple adoptada por la cadena polipeptídica capaz de 
maximizar el uso de enlaces de hidrógeno internos. Ésta 
es una estructura en hélice, a la que Pauling y Corey 
denominaron hélice a (Fig. 4-4). En esta estructura el 
esqueleto polipeptídico se encuentra fuertemente enro- 
llado alrededor del eje longitudinal imaginario de la molé- 
cula, y los grupos R de los residuos aminoácidos sobresa- 
len del esqueleto helicoidal hacia el exterior. La unidad 
repetitiva es un giro de hélice, que se extiende 5,4 Å alo 
largo del eje longitudinal, ligeramente superior a la perio- 
dicidad ohservada por Astbury en su análisis de la quera- 
tina del cabello por rayos X. Los átomos de los residuos 
aminoácidos de la cadena principal de una hélice œ típica 
presentan una pareja característica de ángulos diedros 
que definen la conlormación en hélice a (Tabla 4-1), y 
cada giro de la hélice incluye 3,6 residuos aminoácidos. 
Los segmentos a-helicoidales de las proteínas a menudo 
suelen desviarse ligeramente de estos valores de los ángu- 
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los diedros, que incluso varían algo dentro de un mismo 
segmento continuo, generando pequeñas curvaturas o 
dobleces en el eje de la hélice. Pauling y Corey considera- 
ron las variantes dextrógira y levógira de la hélice a. La 
elucidación posterior de la estructura tridimensional de la 
mioglobina y de otras proteínas demostró que la hélice « 
dextrógira es la forma habitual (Recuadro 4-1). Las héli- 
ces a levógiras largas son teóricamente menos estables y 
no han sido observadas en proteínas. La estructura predo- 
minante en «-queratinas es la hélice a. De modo más 
general, en las proteínas globulares se observa que apro- 
ximadamente una cuarta parte de todos los residuos 
aminoácidos se encuentra formando hélices œ, aunque la 
proporción exacta varía mucho de una proteína a otra. 

¿Cuál es la razón de que se forme la hélice «+ con 
más facilidad que otras conformaciones posibles? La 
respuesta se encuentra, en parte, en el uso óptimo de 
los puentes de hidrógeno internos. La estructura se 
encuentra estabilizada por un enlace de hidrógeno 
entre el átomo de hidrógeno unido al átomo de nitróge- 
no electronegativo de un enlace peptídico y el átomo de 
oxígeno carbonílico electronegativo del cuarto aminoá- 
cido que se encuentra en el lado amino-terminal del 
enlace peptídico (Fig. 4-4a). Cada uno de los enlaces 
peptídicos de la hélice a (excepto los que están próxi- 
mos a cada extremo) participa en esta trama de enlaces 
de hidrógeno. Cada vuelta sucesiva de la hélice «a se 
mantiene unida a las vueltas adyacentes mediante tres 
o cuatro enlaces de hidrógeno que, sumados, proporcio- 
nan a la estructura una estabilidad considerable. Siem- 
pre hay tres o cuatro grupos carbonilo o amino en los 
extremos de un segmento de hélice a que no pueden. 
participar en la trama helicoidal de enlaces de hidróge- 
no. Estos grupos pueden hallarse expuestos al disolven- 
te, donde forman enlaces de hidrógeno con el agua, o 
bien encontrarse protegidos por otras partes de la pro- 
teína que pueden proporcionar grupos complementa- 
rios para la formación de los enlaces de hidrógeno. 

Experimentos posteriores han demostrado que una 
hélice a se puede formar en polipéptidos consistentes 
tanto en L- como en p-aminoácidos. Sin embargo, todos 
los residuos deben pertenecer a la misma serie de este- 
reoisómeros; un p-aminoácido rompería una estructura 
regular constituida por L-aminoácidos y viceversa. La 
forma más estable de una hélice a formada por p-ami- 
noácidos es la levógira. 


Como distinguir la mano derecha a 


| RECUADRO 4-1 


A A e e A TT A 


Existe un método sencillo para determinar el sentido 
de giro de una estructura helicoidal. Cierre los puños 
dejando el pulgar estirado y dirigido hacia arriba. 
Observando su mano derecha, imagine una hélice que 
se prolonga en la dirección indicada por el pulgar y 
con su espiral girando en el sentido en que se pliegan 
los otros cuatro dedos (el de las agujas del reloj). La 
hélice resultante es dextrógira. La repetición del pro- 
ceso con la mano izquierda proporcionará la imagen 
de la hélice levógira, que gira en dirección en el senti- 
do contrario al de las agujas del reloj si la hélice se 
prolonga en la dirección del pulgar. 


A TO O 


Hélice 
levógira 


Hélice 
dextrógira 
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TABLA 4-2 


Tendencia de los aminoácidos 
a adoptar la conformación 


en hélice a 


(kJ/mol) acid (lJ/mol)" 
0 Leu 0,79 
0,3 Lys 0,63 
3 Met 0,88 
2,5 Phe 2,0 
Cys 3 Pro >4 
Gin 13 Ser 2,2 
Glu 1,4 Thr 2,4 
Gly 4,6 Tyr 2,0 
His 2,6 Trp 2,0 
| Tle 1,4 Val: 2,1 


Fuentes: Los datos (excepto prolina) están extraídos de J.W. Bryson et 
al., Science 270:935, 1995. Los datos de prolina de J.K. Myers et al., 
Biochemistry 36: 10,923, 1997. 

AAG? es la diferencia en la variación de energía libre, relativa al valor 
de la alanina, necesaria para que el residuo aminoácido adquiera la 
conformación en hélice œ. Los valores mayores reflejan una mayor 
dificultad para adoptar esta estructura. Los datos son el resumen de 
múltiples experimentos y sistemas experimentales. 


Estructura secundaria 
y dimensiones de las proteínas 


EJEMPLO PRÁCTICO 4-1 


e e o 


¿Cuál es la longitud de una cadena polipeptídica de 
80 residuos aminoácidos formando una única hélice a 
continua? 


Solución: Una hélice a ideal tiene 3,6 residuos per vuel- 
ta y el desplazamiento por vuelta a lo largo del eje de la 
hélice es de 5,4 Á. Por lo tanto, el avance por residuo es 
de 1,5 Á. La longitud del polipéptido es, por consiguien- 
te, de 80 residuos x 1,5 A/residuo = 120 Å. 


La secuencia de aminoácidos afecta a la estabilidad 
de la hélice cx 


No todos los polipéptidos pueden formar una hélice a 
estable. Cada residuo aminoácido de un polipéptido 
tiene una tendencia intrínseca a formar hélice a (Tabla 
4-2), lo que refleja las propiedades del grupo R y el 
modo en que éstas afectan la capacidad de los átomos 
de cadena principal colindantes para adaptarse a los 
valores característicos de los ángulos ¿4 y Y. La alanina 
es la que muestra la mayor tendencia a formar hélices a 
en la mayoría de modelos experimentales. 

La posición de un residuo aminoácido con respecto 
a sus vecinos es también importante. Las interacciones 
entre cadenas laterales de aminoácidos pueden estabili- 
zar o desestabilizar la estructura helicoidal. Por ejem- 
plo, si una cadena polipeptídica posee muchos residuos 
Glu consecutivos, este segmento de la cadena no podrá 
formar una hélice œ a pH 7,0. Los grupos carboxílicos 
cargados negativamente de los residuos Glu adyacentes 
se repelen con una intensidad que impide la formación 
de la hélice a. Por la misma razón, si muchos residuos 
Lys y/o Arg, con grupos polares cargados positivamente 
a pH 7,0 están situados consecutivamente, también se 


repelerán e impedirán la formación de la hélice a. El 
tamaño y la forma de los residuos Asn, Ser, Thr y Cys 
también pueden desestabilizar la hélice a si se hallan 
muy cercanos en la cadena. 

El giro de una hélice a asegura la existencia de inte- 
racciones críticas entre la cadena lateral de un aminoáci- 
do y la cadena lateral que se encuentra tres (o a veces 
cuatro) aminoácidos separada de ella en cualquiera de 
las dos direcciones. Esto queda claro observando la héli- 
ce a como una rueda helicoidal (Fig. 4-4d). Los aminoá- 
cidos cargados positivamente se encuentran a menudo a 
tres residuos de distancia de aminoácidos cargados nega- 
tivamente, lo que permite la formación de interacciones 
iónicas. A menudo se observa también un espaciamiento 
similar en el caso de dos aminoácidos aromáticos, lo que 
da lugar a una interacción hidrofóbica. 

Una de las restricciones a la formación de la hélice a 
es la presencia de residuos Pro o Gly, que son los menos 
proclives a formarla, En la prolina, el átomo de nitrógeno 
forma parte de un anillo rígido (Fig. 4-8), y la rotación 
alrededor del enlace N—C no es posible. Así, un residuo 
Pro introduce una torsión desestabilizante en la hélice œ. 
Además, el átomo de nitrógeno de un residuo Pro en un 
enlace peptídico no contiene ningún átomo de hidróge- 
no que pueda formar enlaces de hidrógeno con otros 
residuos. Por estas razones es rara la presencia de proli- 
na en las hélices œ. La razón de que raramente se 
encuentre glicina en las hélices a es diferente: tiene más 
flexibilidad conformacional que otros residuos aminoáci- 
dos. Los polímeros de glicina tienden a formar estructu- 
ras arrolladas totalmente diferentes de las hélices œ. 

Finalmente, otro factor que afecta a la estabilidad de 
una hélice a es la identidad de los residuos aminoácidos 
localizados cerca de los extremos del fragmento a-heli- 
coidal. En cada enlace peptídico existe un pequeño 
dipolo eléctrico (Fig. 4-2a). Estos dipolos están conecta- 
dos a través de los enlaces de hidrógeno de la hélice, de 
manera que el dipolo neto aumenta con la longitud de la 
hélice (Fig. 4-5). Las cargas parciales positiva y negati- 
va del dipolo de la hélice residen en los grupos amino y 
carbonilo del enlace peptídico situado cerca de los 


Extremo amino 


FIGURA 4-5 Dipolo de la hélice. El dipolo 
eléctrico de un enlace peptidico (véase la Fig. 
4-2a) se transmite a lo largo de un segmento 
en hélice a a través de enlaces de hidrógeno 
intracatenarios, dando como resultado un 
dipolo global en la hélice. En esta ilustración 
los constituyentes amino y carbonilo de cada 
enlace peptídico se indican por símbolos + y - 
respectivamente, Los grupos amino y carbo- 
nilo del enlace peptídico no enlazados por 
enlace de hidrógeno y situados cerca de los 
extremos de la región en hélice œ se hallan 


Extremo carboxilo 
dentro de un circulo y se muestran en color. 


extremos amino-terminal y carboxilo terminal de la héli- 
ce, respectivamente. Por esta razón a menudo se obser- 
van aminoácidos cargados negativamente cerca del 
extremo amino-terminal del segmento helicoidal, donde 
ejercen una interacción estabilizadora con la carga posi- 
tiva del dipolo de la hélice; un aminoácido cargado posi- 
tivamente situado en el extremo amino-terminal es des- 
estabilizante. Lo contrario es también cierto para el 
extremo carboxilo-terminal del segmento helicoidal. 

En resumen, existen cinco tipos de restricciones 
diferentes que afectan a la estabilidad de una hélice «a : 
(1) la tendencia intrínseca de cada residuo aminoácido 
a formar hélice v; (2) las interacciones entre grupos R, 
en especial los que se encuentran a tres (o cuatro) resi- 
duos de distancia; (3) el volumen de los grupos R adya- 
centes; (4) la presencia de residuos Pro y Gly; y (5) las 
interacciones entre residuos aminoácidos en los extre- 
mos del segmento helicoidal y el dipolo eléctrico inhe- 
rente a la hélice a. Por consiguiente, la tendencia de un 
segmento determinado de una cadena polipeptídica a 
plegarse en hélice a depende de la identidad y de la 
secuencia de residuos aminoácidos en el segmento. 


Cadenas laterales 


(a) Cadena 8 
Vista lateral 


Cadenas lateralés 
(debajo) 


(b) Hoja B antiparalela 
Vista superior 


(c) Hoja B paralela 
Vista superior 


6,5 Å 


FIGURA 4-6 La conformación 4 en cadenas polipeptídicas. En estas 
vistas (a) lateral y (b, c) superior revelan que los grupos R se dirigen 
hacia el exterior de la hoja 4 y se pone de relieve el plegarniento de la 
hoja descrito por los planos de los enlaces peptídicos. (Un nombre alter- 
nativo para esta estructura es hoja 3 plegada.) También se muestran los 
enlaces por puente de hidrógeno entre cadenas adyacentes. La orienta- 
ción amino-terminal a carboxilo-terminal de las cadenas adyacentes 
(flechas) puede ser la misma o la opuesta, formando (b) una hoja 8 anti- 
paralela o (c) una hoja Ø paralela. 
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La conformación 3 organiza las cadenas polipeptídicas 
en forma de hoja 


En 1951, Pauling y Corey predijeron un segundo tipo de 
estructura repetitiva, la conformación 3. Esta es una 
conformación más extendida de las cadenas polipeptídi- 
cas y su estructura se define también mediante la disposi- 
ción regular de sus átomos de cadena principal en base a 
unos valores característicos de los ángulos diedros (Tabla 
4-1). En la conformación J el esqueleto de la cadena poli- 
peptídica se encuentra extendido en zig-zag en lugar de 
plegarse corno una hélice (Fig. 4-6). La disposición late- 
ral contigua de varios fragmentos, todos ellos en confor- 
mación 4 se denomina hoja 8. La estructura en zig-zag 
de los segmentos polipeptídicos individuales da lugar al 
aspecto plegado de la hoja formada. Dentro de esta hoja, 
se forman enlaces de hidrógeno entre segmentos adya- 
centes de cadena polipeptídica. A pesar de que los seg- 
mentos individuales suelen encontrarse cercanos en la 
secuencia, en ocasiones pueden estar a bastante distancia 
e incluso pueden pertenecer a cadenas polipeptídicas 
diferentes. Los grupos R de aminoácidos adyacentes 
sobresalen de la estructura en zig-zag en direcciones 
opuestas, dando lugar a un patrón alternante tal como se 
observa en la vista lateral de la Fig. 4-6. 

Las cadenas polipeptídicas adyacentes de una hoja 
8 pueden ser paralelas o antiparalelas (con la misma 
orientación amino-carboxilo o la opuesta, respectiva- 
mente). Las estructuras tienen cierta similitud, aunque 
el período de repetición es más corto en la conforma- 
ción paralela (6,5 Á, en comparación con los 7 Á de la 
antiparalela) y los patrones de formación de puentes de . 
hidrógeno son diferentes. Los enlaces de hidrógeno 
intercatenarios son esencialmente lineales en la hoja 8 
antiparalela (véase la Fig. 2-5), mientras que presentan 
una ligera distorsión o no son lineales en la variante 
paralela. Las estructuras ideales presentan los ángulos 
de enlace de la Tabla 4-1; estos valores varían ligera- 
mente en proteínas reales, dando lugar a variaciones 
estructurales como en el caso de las hélices a. 


Los giros 3 son frecuentes en las proteínas 


En las proteínas globulares, con una estructura de ple- 
gamiento compacta, algunos residuos aminoácidos 
están en giros o bucles donde la cadena polipeptídica 
cambia de dirección (Fig.4-7). Estos son elementos de 
conexión que unen tramos sucesivos de hélices a: o con- 
formaciones 8. Los giros 8 que conectan los extremos 
adyacentes de dos segmentos adyacentes de hojas 8 
antiparalelas son especialmente frecuentes. Esta estruc- 
tura forma un giro cerrado de 180* en el que están 
involucrados cuatro residuos aminoácidos, con el oxíge- 
no del carbonilo del primer residuo aminoácido forman- 
do un enlace de hidrógeno con el hidrógeno del grupo 
amino del cuarto. Los grupos peptídicos de los dos 
residuos centrales no participan en ningún enlace de 
hidrógeno interresidual. Se han descrito varios tipos de 
giros 4, cada uno definido por sus correspondientes 
valores de los ángulos py y y en los enlaces que unen los 
cuatro aminoácidos de cada giro particular (Tabla 4-1). 
A menudo se encuentran residuos de Gly y Pro en los 
giros 4. En el caso de la glicina ello es debido a que es 
un residuo pequeño y flexible, mientras que en el caso 
de la prolina la razón estriba en la facilidad con que los 
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Giro del tipo £ Il 


FIGURA 4-7 Estructura de los giros Ø. Los giros Ø del tipo ! y tipo |! 
son los más comunes y se distinguen por los ángulos $ y Y adoptados 
por la cadena principal en el giro (véase la Tabla 4-1). Los giros de tipo | 
aparecen con una frecuencia superior al doble que el tipo H., El tercer 
residuo del giro 8 tipo il suele ser Gly. A pesar de que muchos residuos 
aminoácidos aparecen en estos giros, existen algunas claras preferen- 
cias. La Pro es el residuo más frecuente en la posición 2 de los giros tipo 
f, estando presente en aproximadamente un 16% de ellos También la 
Pro es el residuo más frecuente en giros de tipo |l, donde aparece en un 
23% de las ocasiones. El sesgo más pronunciado corresponde a la pre- 
sencia de Gly en la posición 3 de más del 75% de los giros de tipo ll. 
Obsérvese el enlace de hidrógeno entre los grupos peptídicos de los 
residuos primero y cuarto del giro. (Los residuos de aminoácidos indivi- 
duales están enmarcados por grandes circulos azules. En estas represen- 
taciones no se muestran todos los átomos de H.) 


trans cis 
isómeros de prolina 


FIGURA 4-8 Isómeros trans y cis de un enlace peptídico con el nitró- 
geno imino de una prolina. Más del 99,95% de los enlaces peptídicos 
entre aminoácidos que no sean Pro se encuentran en la configuración 
trans. Sin embargo, aproximadamente un 6% de los enlaces peptídicos 
en los que interviene el nitrógeno imino de la prolina se encuentran en la 
configuración cis, y muchos de éstos se dan en los giros f. 


enlaces peptídicos en los que participa el nitrógeno 
imino de la prolina adoptan la configuración cis (Fig. 
4-8), particularmente adecuada para la formación de un 
giro cerrado. Los dos tipos de giro 8 que se muestran en 
la Figura 4-7 son los más comunes. Los giros (ff se 
encuentran a menudo cerca de la superficie de las pro- 
teínas, donde los grupos peptídicos de los dos residuos 
aminoácidos centrales en el giro pueden formar enlaces 
de hidrógeno con el agua. Con menor frecuencia se pre- 
sentan los giros y, que constan de tres residuos con un 
enlace de hidrógeno entre el primero y el tercero. 


Las estructuras secundarias comunes tienen ángulos 
diedros característicos 

La hélice a y la conformación 3 son las estructuras secun- 
darias repetitivas más importantes en gran número de 
proteínas, aunque existen otras estructuras repetitivas en 
algunas proteínas especializadas (un ejemplo es el coláge- 


Hojas B Triple hélice 
antiparalelas ¡y ojas $ del colágeno Hojas 8 torsionadas 
paralelas a la derecha 


+180 Hélice æ 
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FIGURA 4-9 Representaciones de Ramachandran de diferentes 
estructuras. (a) Superposición de los valores de $ y y de diversas 
estructuras secundarias permitidas sobre la gráfica de la Figura 4-3. 
Aunque las hélices q levógiras de varios residuos aminoácidos san teóri- 
camente posibles, no se han observado en proteínas. (b) Los valores de 
ó y y de todos los residuos aminoácidos con excepción de Gly del 
enzima piruvato quinasa (aislado de conejo) se superponen en la repre- 
sentación teórica de las contormaciones permitidas (Fig. 4-3). Se exclu- 
yeron los residuos de Gly pequeños y flexibles ya que frecuentemente 
caen fuera de los intervalos esperados (azul). [Fuentes: (a) Información 
de T.E. Creighton, Proteins, p. 166 O 1984 de W.H. Freeman and Com- 
pany. (b) Cortesía de Hazel Holden, University of Wisconsin-Madison, 
Department of Biochemistry. ] 


3 Conformación 8 


Desestructurada 
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FIGURA 4-10 Espectroscopia de dicroísmo circular. Estos espectros 
muestran a la polilisina completamente en forma de hélice œ, conforma- 
ción 4 o como estructura desnaturalizada al azar. Las unidades del eje y 
son una versión simplificada de las unidades utilizadas más frecuente- 
mente en los experimentos de CD. Puesto que las curvas son diferentes 
para la hélice a, la conformación A y la estructura a! azar, el espectro de 
CD de una proteína determinada proporciona un cálculo grosero de la 
fracción de proteína que se encuentra en cada una de las dos estructuras 
secundarias más comunes. El espectro de CD de la proteína nativa 
puede servir como referencia del estado plegado, lo que resulta útil en el 
seguimiento de la desnaturalización o de los cambios conformacionales 
inducidos por las condiciones de la disolución. 


no, véase la Fig. 4-13). Todas las estructuras secundarias 
pueden describirse por completo mediante los ángulos 
diedros $ y y asociados a cada residuo. Como puede 
observarse en la representación de Ramachandran, los 
ángulos diedros que definen la hélice a y la conforma- 
ción 4 se encuentran dentro de la gama, relativamente 
restringida, de estructuras permitidas estéricamente 
(Fig. 4-9a). La mayor parte de los valores de q y y obte- 
nidos de estructuras proteicas conocidas se encuentran 
dentro de las regiones esperadas, observándose altas 
concentraciones cerca de los valores correspondientes a 
la hélice a y la conformación $, tal como era de esperar 
(Fig. 4-9b). El único residuo aminoácido que se encuentra 
a menudo en una conformación que se halla fuera de las 
regiones mencionadas es la glicina. Gracias al pequeño 
tamaño de su cadena lateral de hidrógeno, un residuo de 
glicina puede adoptar muchas conformaciones que están 
estéricamente prohibidas para otros aminoácidos. 


Las estructuras secundarias comunes pueden evaluarse 
mediante dicroísmo circular 


Cualquier forma de asimetría estructural en una molécu- 
la da lugar a diferencias entre la absorción de la huz pola- 
rizada circularmente a la derecha y la polarizada a la 
izquierda. La técnica que mide esta diferencia se denomi- 
na espectroscopia de dicroísmo circular (CD). Una 
estructura ordenada, tal como una proteína plegada, da 
lugar a un espectro de absorción que puede tener picos o 
regiones con valores positivos o negativos. Los espectros 
de proteínas se obtienen en la región del UV lejano (190 
a 250 nm). En esta región, la entidad que absorbe la luz, 
el cromóforo, es el enlace peptídico; cuando el enlace 
peptídico se halla en un entorno plegado se obtiene una 
señal. La diferencia de los coeficientes de extinción 
molar (véase el Recuadro 3-1) de la luz polarizada en el 
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plano a la derecha y a la izquierda (A£) se representa en 
función de la longitud de onda. Las conformaciones « y 8 
tienen espectros de CD característicos (Fig. 4-10). 
Mediante los espectros de CD, se puede determinar si las 
proteínas están correctamente plegadas, calcular la frac- 
ción de proteína que se encuentra plegada en una u otra 
estructura secundaria común y seguir las transiciones 
entre los estados plegado y desplegado. 


RESUMEN 4.2 Estructura secundaria de proteínas 


MM La estructura secundaria es la disposición espacial 
local de los átomos de cadena principal en un determi- 
nado segmento de la cadena polipeptídica. 

MM Las estructuras secundarias regulares más comu- 
nes son la hélice a, la conformación 8 y los giros £. 

E La estructura secundaria de un segmente polipeptí- 
dico puede definirse completamente si se conocen los 
valores de los ángulos $ y y de todos los aminoácidos 
del segmento. 

E La espectroscopia de dicroísmo circular es un méto- 
do útil para conocer la estructura secundaria y para. 
seguir el plegamiento de proteínas. 


4.3 Estructuras terciaria y cuaternaria 
de las proteínas 


La disposición tridimensional global de todos los átomos 
de una proteína se conoce como estructura terciaria. 
Mientras que el término “estructura secundaria” se refie- 
re al ordenamiento espacial de residuos aminoácidos 
adyacentes en un segmento de un polipéptido, la estruc- : 
tura terciaria incluye aspectos de largo alcance en la 
secuencia de aminoácidos. Aminoácidos que están ale- 
jados en la secuencia polipeptídica y que se encuentran 
en tipos de estructura secundaria diferentes pueden 
interacciortar dentro de la estructura totalmente plegada 
de la proteína. La localización de giros (incluidos los 
giros $) en la cadena polipeptídica y la dirección y el 
ángulo de estos giros están determinados por el número 
y la localización de aminoácidos específicos promotores 
de su formación, tales como Pro, Thr, Ser y Gly. Los seg- 
mentos que interaccionan dentro de la cadena polipeptí- 
dica se mantienen en su posición terciaria característica 
gracias a diferentes tipos de interacciones enlazantes 
débiles (y a veces mediante enlaces covalentes tales 
como puentes disulfuro) entre los segmentos. 

Algunas proteínas contienen dos o más cadenas 
polipeptídicas separadas, o subunidades, que pueden 
ser idénticas o diferentes. La disposición de estas subu- 
nidades proteicas en complejos tridimensionales consti- 
tuye la estructura cuaternaria. 

Al considerar estos niveles superiores de estructura, 
es de utilidad clasificar las proteínas en dos grupos princi- 
pales: proteínas fibrosas, que presentan cadenas poli- 
peptídicas dispuestas en largas hebras u hojas, y proteí- 
nas globulares con cadenas polipeptídicas plegadas en 
formas globulares o esféricas. Los dos grupos son estruc- 
turalmente diferentes: las proteínas fibrosas constan 
mayoritariamente de un único tipo de estructura secun- 
daría y su estructura terciaria es relativamente simple. 
Las proteínas globulares contienen a menudo varios tipos 
de estructura secundaria. Los dos grupos también difie- 
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TABLA 4-3 


Estructuras secundarias y propiedades de las proteínas fibrosas 


| o Etma OOOO Características Ejemplos | 

| Hélice a, entrecruzada mediante Estructuras protectoras insolubles «-Queratina de cabello, plumas | 
enlaces disulfuro y resistentes, de dureza y uñas 

y flexibilidad variables | 

| Conformación 8 Filamentos suaves y flexibles Fibroína de la seda | 


| Triple hélice del colágeno 
| de estiramiento 


ren en su función: las estructuras que dan soporte, forma 
y protección externa a los vertebrados están formadas por 
proteínas fibrosas mientras que la mayoría de enzimas y 
proteínas reguladoras son globulares. 


Las proteínas fibrosas están adaptadas a una función 
estructural ; 


La a-queratina, el colágeno y la fibroína de la seda son 
ejemplos claros de la relación entre estructura proteica 
y función biológica (Tabla 4-3). Las proteínas fibrosas 
comparten propiedades que confieren fuerza, flexibili- 
dad, o las dos cosas a la vez, a las estructuras en las que 
se encuentran. En cada caso, la unidad estructural fun- 
damental es la repetición de un elemento simple de 
estructura secundaria. Todas las proteínas fibrosas son 
insolubles en agua, una propiedad debida a la elevada 
concentración de residuos aminoácidos hidrofóbicos 
presentes tanto en el interior como en la superficie de 
estas proteínas. Estas superficies hidrofóbicas se 
encuentran sepultadas en gran parte en el interior debi- 
do al empaquetamiento de muchas cadenas polipeptídi- 
cas similares para formar elaborados complejos supra- 
moleculares. La simplicidad estructural subyacente en 
las proteínas fibrosas las hace especialmente útiles para 
ilustrar algunos de los principios fundamentales de la 
estructura de proteínas discutidos anteriormente. 


a«-Queratina. Las a-queratinas son proteínas que han 
evolucionado para poder soportar esfuerzos mecánicos. 
Presente sólo en los mamíferos, estas proteínas constitu- 
yen la práctica totalidad del peso seco de cabellos, lana, 
uñas, garras, cañones de las plumas, cuernos, pezuñas y 
gran parte de la capa externa de la piel. Las a-queratinas 
pertenecen a una familia más amplia de proteínas deno- 
minadas proteínas de los filamentos intermedios (FD. 
Otras proteínas de esta familia están localizadas en el 
citoesqueleto de las células animales. Todas las proteínas 
FI tienen una función estructural y comparten las carac- 
terísticas estructurales ejemplificadas por la a-queratinas. 

La hélice de la a-queratina es la misma hélice a 
dextrógira que se observa también en otras muchas 
proteínas. A principios de la década de 1950 Francis 
Crick y Linus Pauling sugirieron independientemente 
que las hélices a de la queratina estaban dispuestas 
formando una superhélice o hélice superenrollada (coi- 
led coil). Dos cadenas de a-queratina orientadas en 
paralelo (con los extremos amino en el mismo lado) se 
enrollan una sobre otra formando un enrollamiento 
superhelicoidal. La resistencia de la estructura está 
amplificada por el enrollamiento en superhétice, de 
modo muy similar a las cuerdas que se trenzan para 
formar una soga más resistente (Fig. 4-11). La torsión 


Gran fuerza tensil, sin capacidad 


Colágeno de los tendones, matriz | 


aa AS 


del eje de una hélice a al formar la estructura superen- 
rollada explica la discrepancia entre los 5,4 Á por vuelta 
predichos para una hélice œ por Pauling y Corey y los 


Superenrollamiento 
de dos cadenas 
(coiled coil) 


Protofilamento [ o e E 20-30 Å 


Células 


yege; 


e o Filamentos 
intermedios 


Protofibrilla 
Protofilamento 


Superenrollamiento 
de dos cadenas 
(coiled coil) 


Hélice a 


(b) Sección transversal de un cabello 


FIGURA 4-11 Estructura del cabello. (a) la a-queratina es una hélice 
a alargada que presenta elementos ligeramente más gruesos cerca de 
los extremos amino y carboxilo. Las hélices se enrollan entre ellas por 
parejas en sentido levógiro, formando superenrollamientos de dos cade- 
nas. Éstas forman a su vez unas estructuras de orden superior denomi- 
nadas protofilamentos y protofibrillas. Cerca de cuatro protofibrillas, 32 
hebras de a-queratina en total, se combinan para formar un filamento 
intermedio. Las hélices superenrolladas de dos en dos cadenas presentes 
en las diversas subestructuras parecen estar también entrelazadas, pero 
se desconoce el sentido de este enrollamiento superior así como otros 
detalles estructurales. (b) Un cabello es una disposición de muchos fila- 
mentos de e-queratina, formados por subestructuras como ias que se 
muestran en (a). [Fuente: (a) PDB ID 3TNU, C.H. Lee et at, Nature 
Struct. Mol. Biol. 19:707, 2012.] 


RECUADRO 4-2 


El cabello se puede estirar cuando se expone al calor 
| húmedo. A nivel molecular, las hélices a de la œ-que- 
| ratina del cabello se estiran hasta que llegan a adoptar 

una conformación 4 totalmente extendida. Al enfriar- 

se revierten espontáneamente a la conformación de 
hélice q. Esta característica “estirabilidad* de las 
œ-queratinas y su elevado contenido en enlaces disul- 
furo constituyen la base de la ondulación permanente. 
En primer lugar se da la forma deseada al cabello a 
ondular. A continuación se aplica, en caliente, una 
disolución de agente reductor, generalmente un com- 
| puesto que contiene un grupo tiol o sulfhidrilo 
|! (SH). El agente reductor rompe los entrecruza- 
| mientos mediante la reducción de cada enlace disul- 
| furo a dos residuos Cys. El calor húmedo rompe 
enlaces de hidrógeno y hace que la estructura a-heli- 
coidal de las cadenas polipeptídicas se desenrolle. 
| Después de transcurrido un cierto tiempo, se elimina 
la disolución de agente reductor y se añade un agente 
oxidante que estabiliza los enlaces disulfuro nuevos 
formados entre parejas de Cys de cadenas polipeptí- 
| dicas adyacentes, y que no se corresponden ya con las 


5,15a 5,2 Å observados mediante difracción de rayos X 
en la estructura repetitiva del cabello. El enrollamiento 
superhelicoidal es levógiro, en sentido opuesto al de la 
hélice œ. La superficie donde las dos hélices œ entran en 
contacto está formada por residuos de aminoácidos 
hidrofóbicos y sus grupos R se engarzan entre ellos for- 
mando un patrón de entrecruzamiento regular lo que 
permite un empaquetamiento compacto de las cadenas 
polipeptídicas en la superhélice levógira. No es sorpren- 
dente que la a-queratina sea rica en los residuos hidro- 
fóbicos Ala, Val, Leu, le, Met y Phe. 

Un polipéptido individual de a-queratina superen- 
rollada presenta una estructura terciaria relativamente 
simple, dominada por la estructura secundaria de la 
hélice v con su eje helicoidal adaptado a una superhéli- 
ce levógira. El trenzado de los dos polipéptidos en héli- 
ce a es un ejemplo de estructura cuaternaria. Los supe- 
renrrollamientos de este tipo se presentan con frecuen- 
cia en los elementos estructurales de las proteínas 
filamentosas y en la proteína muscular miosina (véase la 
Fig. 5-27). La estructura cuaternaria de la o:-queratina 
puede ser muy compleja. Muchas estructuras superen- 
rrolladas pueden formar grandes complejos supramole- 
culares del mismo modo en que la e-queratina forma los 
filamentos intermedios del pelo (Fig. 4-11b). 

La resistencia de las proteínas fibrosas se refuerza 
también gracias a entrecruzamientos covalentes entre las 
cadenas polipeptídicas que forman las “sogas” o “trenzas” 
de hélices múltiples y entre cadenas adyacentes de una 
superestructura molecular, En las a-queratinas los entre- 
cruzamientos que estabilizan la estructura cuaternaria 
son enlaces disulfuro (Recuadro 4-2). En las a-querati- 
nas más duras y resistentes, tales como las de los cuernos 
de rinoceronte, se observa que hasta un 18% de los resi- 
duos son cisteínas que forman puentes disulfuro. 
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La ondulación permanente es 


anteriormente presentes. Después de lavar y enfriar 
el cabello, las cadenas polipeptídicas revierten a su | 
conformación en hélice a. Así, el cabello queda ondu- 
lado del modo deseado puesto que los nuevos enlaces 
disulfuro formados ejercerán algún tipo de torsión y 


giro sobre los haces de hélices a de las fibras del cabe- | 


llo. Puede aplicarse el mismo proceso para estirar un 
cabello naturalmente ondulado. La ondulación perma- 
nente (o su estiramiento) no es realmente permanen- 
te debido a que el cabello crece; en el cabello nuevo 
que reemplaza al antiguo, la a«-queratina presenta el 
patrón natural de enlaces ns 


Tres residuos 
aminoácidos por giro 


Hélice levógira 


(b) 


FIGURA 4-12 Estructura del colágeno (a) La cadena « del colágeno 
tiene una estructura secundaria repetitiva que sólo se encuentra en esta 
proteína. La secuencia repetitiva tripeptídica Gly-X-Pro o Gly-X-4-Hyp 
adopta una estructura helicoidal levógira con tres residuos por vuelta. La 
secuencia repetitiva empleada para generar este modelo es Gly-Pro-4- 
Hyp. Tres de estas hélices (mostradas en color blanco, azul y púrpura) 
se enrollan entre ellas en sentido dextrógiro. (b) La superhélice de tres 
cadenas del colágeno vista desde un extremo, en una representación de 
bolas y varillas. Los residuos de glicina se representan en rojo. La glicina 
es necesaria en el lugar en que las tres cadenas entran en contacto 
debido a su pequeño tamaño. En esta ilustración las bolas no represen- 
tan el radio de van der Waals de los átomos individuales. El centro de la 
superhélice de tres cadenas no está hueco como aquí aparece, sino que 
está firmemente empaquetado. [Fuente: Modificado de POB ID 1CGD, J. 
Bella et al., Structure 3:893, 1995.] 
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RECUADRO 4-3 


MEDICINA Razones por las que marinos, exploradores y estudiantes 


universitarios deben consumir fruta y verduras frescas 


...cOn la mala fortuna de que, además de la insalubri- 
dad del país en el que no cae nunca una gota de agua, 


. fuéramos atacados por una “enfermedad de campo” 


que hacía que la carne de nuestras extremidades se 
arrugara y que la piel de nuestras piernas quedara 
cubierta de manchas negras de aspecto mohoso, 
como una bota vieja, que las encías de los enfermos 
quedaran en carne viva; y ninguno escapó de la enfer- 
medad si no era para caer en las garras de la muerte. 
La señal era ésta: cuando la nariz empezaba a sangrar, 
la muerte estaba próxima... 

-Memorias de Lord of Joinville, ca. 1300* 


Este extracto describe la inquietante situación 
del ejército de Luís IX hacia el fin de la Séptima Cru- 
zada (1248-1254), cuando el ejército de Cruzados, 
debilitado por el escorbuto, fue destruido por los 
egipcios. ¿Cuál era la naturaleza de la enfermedad que 
afectaba a los soldados del siglo Xill? 

El escorbuto está causado por una deficiencia en 
vitamina € o ácido ascórbico (ascorbato). La vitamina 
C es necesaria para, entre otras cosas, la hidroxilación 


de prolinas y lisinas del colágeno, el escorbuto es una 
` enfermedad carencial caracterizada por la degenera- 


ción general del tejido conjuntivo. Entre las manifesta- 


ciones del escorbuto en estado avanzado se incluyen 


numerosas pequeñas hemorragias debidas a la fragili- 
dad de los vasos sanguíneos, pérdida de dientes, cica- 
trización deficiente de las heridas y reapertura de 
heridas antiguas, dolor y degeneración de huesos y, 
finalmente, paro cardíaco. En los casos más leves de 
carencia de vitamina C aparecen fatiga, irritabilidad y 
un aumento de la gravedad de las infecciones del trac- 
to respiratorio. La mayoría de animales son capaces de 
sintetizar grandes cantidades de vitamina C mediante 
la conversión de glucosa en ascorbato a través de 
cuatro reacciones enzimáticas. Pero los seres huma- 
nos y algunos otros animales como gorilas, cobayas y 
murciélagos han perdido el último enzima de la vía a lo 


|| largo de la evolución y han de obtener su ascorbato de 


la dieta. La vitamina C se encuentra en muchas frutas 
y verduras. No obstante, y hasta el 1800, a menudo se 
encontraba ausente de los alimentos desecados o de 
otro tipo almacenados durante el invierno y durante 
viajes de larga duración. 

El escorbuto fue observado por los egipcios en el 
1500 a.C. y se encuentra descrito en los documentos de 
Hipócrates del siglo v a. C. Sin embargo, su existencia no 
fue conocida popularmente hasta la época de las nave- 
gaciones de los descubridores europeos entre 1500 y 
1800. La primera circunnavegación de la tierra (1519- 
1522), comandada por Fernando de Magallanes, supuso 
la pérdida del 80% de la tripulación a causa del escorbu- 
to. Durante el segundo viaje de Jacques Cartier para 
explorar el río San Lorenzo (1535-1536), su expedición 
sufrió numerosas bajas y estuvo amenazada de completo 
desastre hasta que los nativos americanos les enseñaron 


a elaborar el té de cedro que curaba y prevenía el escor- 
buto (contenía vitamina C). Los brotes de escorbuto 
invernales fueron desapareciendo paulatinamente en 
Europa a lo largo del siglo XIX al irse extendiendo el 
cultivo de la patata, introducida desde Sudamérica. 

En 1747, James Lind, un médico escocés de la 
Marina Real, llevó a cabo el primer estudio clínico con- 
trolado de la historia. Durante 
un largo viaje en el buque de 
guerra de 50 cañones HMS 
Salisbury, Lind seleccionó 
doce marineros que sufrían de 
escorbuto y los separó en gru- 
pos de dos. Los doce recibie- 
ron la misma dieta, con la 
excepción de que cada grupo 
recibió un remedio distinto 
para el escorbuto de entre los 
que se hallaban entonces des- 
critos. Aquellos que recibieron 
limones y naranjas se recupe- 
raron y volvieron al trabajo. 
Los que recibieron zumo de 
manzana hervido mejoraron 
ligeramente, mientras que el 
resto continuó su deterioro. El 
Tratado sobre el escorbuto de Lind se publicó en 
1753, pero la flota real siguió ignorando los hechos 
durante otros 40 años. En 1795 el Almirantazgo britá- 
nico ordenó, finalmente, proporcionar una ración de 
zumo de lima o limón concentrado a todos los marine- 
ros británicos (y de ahí su sobrenombre “limeys”). El 
escorbuto continuó siendo un problema en otras partes 
del mundo hasta 1932, cuando el científico húngaro 
Albert Szent-Györgyi junto con W. A. Waugh y C.G. 
King de la Universidad de Pittsburg aislaron y sintetiza- 
ron el ácido ascórbico. 

El ácido L-ascórbico, vitamina C, es un polvo cris- 
talino blanco e inodoro. Es muy soluble en agua y 
relativamente insoluble en disolventes orgánicos. En 
estado seco y protegido de la luz es estable durante 
prolongados períodos de tiempo. La cantidad diaria 
recomendada de vitamina C en los Estados Unidos es 
de 90 mg para los hombres y 75 mg para las mujeres. 
El Reino Unido recomienda 40 mg, Australia 45 mg y 
Rusia 50-100 mg. Además de los cítricos y casi todas 
las frutas frescas, los pimientos, tomates, patatas y 
bróquil son buenas fuentes de vitamina C. La vitamina 
C de frutas y vegetales se destruye con la excesiva 
cocción o un almacenamiento muy prolongado. 

¿Cuál es la razón de que el ascorbato sea tan nece- 
sario para la salud? Aquí nos interesa específicamente 
su papel en la formación del colágeno. Como se ha 
comentado en el texto, el colágeno se construye a partir 
de un tripéptido repetido de Gly-X-Y, en donde X e Y 
son generalmente Pro o 4-Hyp —el derivado de la prolina 
(4R)-.-hidroxiprolina, que juega un papel esencial en el 


1716-1794; 


James Lind, 
cirujano naval 1739-1748 
[Fuente: Library, Archive 
and Family History Enqui- 
ries, Royal College of Phy- 
sicians of Edinburgh ] 
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4-hidroxiprolina 


FIGURA 1 Las conformaciones C -endo de la prolina y C -exo de la 
4-hidroxiprolina. 


plegamiento del colágeno y en el mantenimiento de su 
estructura. El anillo de prolina se encuentra normal- 
mente como una mezcla de dos conformaciones no pla- 
nares denominadas C -endo y C -exo (Fig. 1). La estruc- 
tura de la hélice del colágeno exige que los residuos Pro 
en las posiciones Y estén en la conformación C,-exo, y 
ésta es la conformación impuesta por la hidroxilación en 
C-4 de la 4-Hyp. La estructura del colágeno exige qne 
los residuos Pro en la posición X estén en la conforma- 
ción C endo, y la introducción de 4-Hyp en esta posi- 
ción podría desestabilizar la hélice. La incapacidad de 
hidroxilar Pro en posición Y en ausencia de vitamina C 
provoca la inestabilidad del colágeno y los problemas de 
tejido conjuntivo observados en el escorbuto. 

La hidroxilación de residuos Pro específicos en el 
procolágeno, el precursor del colágeno, necesita de la 
participación del enzima prolil 4-hidroxilasa. Este enzi- 
ma (M, 240.000) se encuentra como un tetrámero a,b, 
en todos los vertebrados. La actividad hidroxilante de 
prolinas reside en la subunidad a. Cada subunidad «a 
contiene un átomo de hierro no bemo (Fe”-), y el enzima 
pertenece a una clase de hidroxilasas que requieren 
o-cetoglutarato en sus reacciones. 

En la reacción normal de la prolil 4-hidroxilasa 
(Fig. 2a), una molécula de a-cetoglutarato y una de 
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O, se unen al enzima. El a-cetoglutarato se descar- | 


boxila oxidativamente formando CO, y succinato. El 
átomo de oxígeno restante se utiliza para hidroxilar 
un residuo Pro específico del procolágeno. En esta 
reacción no es necesario el ascorbato. Sin embargo, la 
prolil 4-hidroxilasa también cataliza una reacción de 
descarboxilación oxidativa del a-cetoglutarato que no 
está acoplada a la hidroxilación de prolina (Fig. 2b). 

Durante esta reacción, el Fe** se oxida, inactivando el 
enzima y haciéndolo incapaz de hidroxilar prolina. El 
ascorbato consumido en la reacción es necesario para 
reducir el átomo de hierro del grupo hemo, permitien- 
do la recuperación la actividad enzimática. 

El escorbuto sigue siendo un problema hoy en 
día. La enfermedad se encuentra no sólo en lugares 
remotos con problemas de nutrición, sino, sorpren- 
dentemente, también en los campus universitarios 
americanos. Las únicas verduras consumidas por 
algunos estudiantes son los de alguna esporádica 
ensalada y pasan días sin que estos jóvenes adultos 
consuman fruta. Un estudio de 1998 entre 230 estu- 
diantes de la Universidad del Estado de Arizona reve- 
ló que el 10% sufría una seria deficiencia de vitarnina 
C, y 2 de ellos presentaban un nivel tan bajo que 
probablemente padecían escorbuto. Tan solo la mitad 
de los estudiantes del estudio consumían la cantidad 
diaria recomendada de vitamina C. 

¡Tómense su verdura y su fruta frescas! 


"De Ethel Wedgwood, The Memoirs of the Lord of Joinville: a New 
English Version, E.P. Dutton and Company, 1906. 
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FIGURA 2 Reacciones catalizadas por la prolil 4-hidroxilasa. (a) La reacción normal, acoplada a 
la hidroxilación de prolina, y que no requiere ascorbato. En rojo se muestra el destino de los dos 
átomos de oxigeno del O,. (b) La reacción desacoplada, en la que el a-cetoglutarato se descar- 
boxila oxidativamente sin hidroxilación de la prolina. El ascorbato se consume estequiométrica- 
mente en esta reacción al convertirse en deshidroascorbato que evita la oxidación del Fe?*. 
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Colágeno Al igual que las a-queratinas el colágeno ha 
evolucionado para proporcionar fuerza. Se encuentra en 
el tejido conjuntivo de, por ejemplo, tendones, cartílagos, 
matriz orgánica de los huesos y córnea del ojo. La hélice 
del colágeno es una estructura secundaria única, bastan- 
te distinta de la hélice a. Es levógira y tiene tres residuos 
aminoácidos por vuelta (Fig. 4-12 y Tabla 4-1). El colá- 
geno también es una estructura superenrollada, pero con 
estructuras terciaria y cuaternaria distintas: tres cadenas 
polipeptídicas separadas, denominadas cadenas a: (no 
deben confundirse con hélices œ), están superenrolladas 
una alrededor de la otra (Fig. 4-12c). En el colágeno el 
enrollamiento superhelicoidal es dextrógiro, en sentido 
opuesto a la hélice levógira de las cadenas a. 

Existen muchos tipos de colágeno en vertebrados. 
Normalmente contienen aproximadamente un 35% de 
Gly, un 11% de Ala y un 21.% de Pro y de 4-Hyp 
(4-hidroxiprolina, un aminoácido no estándar; véase la 
Fig. 3-8a). El producto alimenticio gelatina deriva del 
colágeno; tiene poco valor alimenticio como proteína 
porque el colágeno carece de cantidades significativas 
de muchos aminoácidos esenciales en la dieta humana. 
El contenido de aminoácidos no habituales en el coláge- 
no está relacionado con restricciones estructurales 
características de la hélice del colágeno. La secuencia 
de aminoácidos del colágeno consiste generalmente en 
la repetición de un tripéptido del tipo Gly-X-Y donde X 
es a menudo Pro e Y es a menudo 4-Hyp. Solo los resi- 
duos de Gly pueden acomodarse en las estrechas unio- 
nes entre las cadenas a individuales (Fig. 4-12d). Los 
residuos Pro y 4-Hyp permiten el marcado giro de la 
hélice del colágeno. La secuencia de aminoácidos y la 
estructura cuaternaria superhelicoidal del colágeno 
permiten un estrecho empaquetamiento de sus tres 
cadenas polipeptídicas. La 4-hidroxiprolina juega un 
papel especial en la estructura del colágeno y en la 
historia de la humanidad (Recuadro 4-3). 

El estrecho empaquetamiento de las cadenas a en 
la triple hélice del colágeno proporciona más fuerza de 
tensión que un cable de acero de idéntica sección. Las 


nm Cabezas de las moléculas Estrías 
de colágeno 


Sección de una 


olécula de colágeno 


fibrillas de colágeno (Fig. 4-13) son entramados supra- 
moleculares constituidos por moléculas de colágeno en 
triple hélice (denominadas a veces moléculas de tropo- 
colágeno) asociadas en una variedad de formas que 
proporcionan diferentes grados de fuerza tensil. Las 
cadenas a de las moléculas de colágeno y las moléculas 
de colágeno de las fibrillas están entrecruzadas por 
enlaces covalentes poco habituales en los que intervie- 
nen residuos de Lys, HyLys (5-hidroxilisina; véase la 
Fig. 3-8a) o His presentes en unas pocas posiciones X o 
Y, Estas uniones dan lugar a residuos aminoácidos no 
estándar tales como la deshidrohidroxilisinonorleucina. 
La rigidez y la fragilidad cada vez mayores del tejido 
conjuntivo ligadas al envejecimiento son el resultado de 
la acumulación de entrecruzamientos covalentes en las 
fibrillas de colágeno. 


Y N 
HA JN H 
AH CH7—CH7—CHy—CH=N 0H PEO CH 
=C OH Po 
Cadena Residuo de lisina Residuo Cadena 
polipeptidica menos el grupo HyLys polipeptidica 


e-amino (norleucina) 


Deshidrohidroxilisononorleucina 


Un mamífero típico posee más de 30 variedades 

estructurales de colágeno localizadas en diferen- 
tes tejidos cada una de las cuales difiere ligeramente en 
secuencia y función. Algunos defectos genéticos huma- 
nos en la estructura del colágeno ilustran la íntima rela- 
ción existente entre la secuencia de aminoácidos y la 
estructura tridimensional en esta proteína. La osteogé- 
nesis imperfecta se caracteriza por la formación anor- 
mal de los huesos en bebés; existen al menos ocho 
variantes de esta enfermedad en la población humana, 
con grados diversos de gravedad. El síndrome de 
Ehlers-Danlos, del que se conocen al menos seis varian- 
tes en la población humana, produce debilidad en las 
articulaciones. El compositor Niccoló Paganini (1782- 
1840) era famoso por su increíble destreza tocando el 
violín. Estaba afectado por una variante del síndrome de 
Ehlers-Danlos que le confería una hiperextensibilidad 
en las articulaciones. Ciertas variantes de ambas enfer- 
medades pueden ser letales, mientras que otras aca- 
rrean problemas de por vida. 

Todas las variantes de los síndromes comentados 
anteriormente son el resultado de la sustitución de una 
única Gly en una cadena a de una u otra proteína de 
colágeno por un residuo aminoácido con un grupo R 
más voluminoso (como Cys o Ser), sustituyéndose un 


FIGURA 4-13 Estructura de las fibrillas del colágeno, El colágeno (M, 
300.000) es una molécula en forma de vara, de aproximadamente 3000 
Á de longitud y solamente 15 Å de grosor. Sus tres cadenas a enrolladas 
pueden tener secuencias diferentes pero cada una de ellas tiene aproxi- 
madamente 1.000 residuos aminoácidos. Las tidrillas de colágeno se for- 
man a partir de moléculas de colágeno alineadas de manera escalonada y 
entrecruzadas para tener fuerza. El alineamiento específico y el grada de 
entrecruzamiento varían con el tejido y origina las estrías características 
en las micrografías electrónicas. En el ejemplo aquí mostrado, el alinea- 
miento de los grupos de cabeza de cada cuarta molécula produce estrías 
distantes 640 À (64 nm) entre ellas. [Micrografía original de: J, Gross/ 
Biozentrum, University of Basel/Science Source. ] 


residuo Gly diferente en cada caso. Estas sustituciones 
de un solo residuo tienen un efecto catastrófico sobre la 
función del colágeno, pues destruyen la estructura 
repetitiva Gly-X-Y que confiere al colágeno su estructu- 
ra helicoidal única. La glicina, debido a su papel en la 
triple hélice del colágeno (Fig.4-12d), no puede ser 
sustituida por ningún otro residuo aminoácido sin un 
efecto perjudicial en la estructura. Y 


Fibroína de la seda La fibroína, la proteína de la seda, es 
producida por los insectos y las arañas. Sus cadenas 
polipeptídicas están mayoritariamente en conformación 
f. La fibroína es rica en residuos Ala y Gly, lo que per- 
mite un empaquetamiento compacto de las hojas 8 y 
una disposición indentada de los grupos R (Fig. 4-14). 
El uso exhaustivo de la capacidad de formación de enla- 
ces de hidrógeno entre todas las uniones peptídicas de 
los polipéptidos de cada hoja $ y la optimización de las 
interacciones de van der Waals entre las hojas estabili- 
zan la estructura global. La seda no se estira ya que la 
conformación 4 ya está muy extendida (Fig. 4-6). Sin 
embargo, la estructura es flexible debido a que las hojas 
se mantienen unidas mediante numerosas interacciones 
débiles en lugar de enlaces covalentes tales como los 
puentes disulfuro de las «-queratinas. 


En las proteínas globulares la diversidad estructural 
refleja la diversidad funcional 


En las proteínas globulares los diferentes segmentos de 
la cadena polipeptídica (o de múltiples cadenas polipep- 
tídicas) se pliegan unos sobre otros, generando unas 
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formas mucho más compactas que las que hemos visto en 
las proteínas fibrosas (Fig. 4-15). El plegamiento pro- 
porciona también la diversidad estructural necesaria para 
que las proteínas puedan llevar a término una amplia 
variedad de funciones biológicas. Entre las proteínas 
globulares se incluyen enzimas, proteínas de transporte, 
proteínas motoras, proteínas reguladoras, inmunoglobu- 
linas y proteínas con muchas otras funciones. 

Nuestra discusión acerca de la estructura de las 
proteínas globulares comienza con los principios extraf- 
dos de las primeras estructuras proteicas descritas. A 
ésta le seguirá una descripción detallada de las subes- 
tructuras proteicas y una categorización comparativa. 
Este tipo de discusión sólo es posible gracias a la gran 
cantidad de información disponible en Internet a través 
de bases de datos de acceso público, en particular el 
Protein Data Bank (Recuadro 4-4). 


La mioglobina proporcionó las primeras claves acerca de 
la complejidad de las estructuras proteicas globulares 


El primer avance decisivo en la comprensión de la 
estructura tridimensional de las proteínas globulares se 
produjo gracias a los estudios de difracción de rayos X 
con la mioglobina, llevados a cabo por John Kendrew y 
colaboradores en los años 1950. La mioglobina es una 
proteína fijadora de oxígeno relativamente pequeña (M, 
16.700), que se encuentra en las células musculares. Su 
función es almacenar y facilitar la difusión del oxígeno 
en el músculo en rápida contracción. La mioglobina está 
formada por una única cadena polipeptídica de 153 resi- 
duos aminoácidos de secuencia conocida y por un solo . 


FIGURA 4-14 Estructura de la seda. Las fibras de un tejido de seda o 
de una telaraña están constituidas principalmente por la proteína 
fibroína. (a) La fibroína consiste en capas de hojas Y antiparalelas ricas 
en residuos Ala y Gly. Las pequeñas cadenas laterales están interdigita- 
das, lo que permite un empaquetamiento compacto de las hojas tal 
como se muestra en la representación de bolas y varillas. Los segmentos 
que se muestran representan tan solo una pequeña parte de la cadena 
de fibroína. (b) En la micrografía electrónica de barrido coloreada las 
hebras de fibroina (azul) salen de las fúsulas de una araña. [Fuentes. (a) 
Modelo derivado de PDB ID 1SLK, S.A. Fossey et at, Biopolymers 
31:1529, 1991. (b) Tina Weatherby Carvalho/MicroAngela.] 
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RECUADRO 4-4 


El número de proteínas de las que se conoce actual- 
mente la estructura tridimensional es actualmente 
superior a 100.000 y esta cantidad se multiplica por 
dos cada dos años. Esta enorme cantidad de informa- 
ción está revolucionando nuestro conocimiento sobre 
la estructura de proteínas, la relación estructura-fun- 
ción y los caminos evolutivos por los que las proteínas 
adquirieron su estructura actual, deducibles a partir 
de las relaciones dentro de familias estructurales que 
salen a la luz al analizar y seleccionar la información 
de las bases de datos. Uno de los recursos más impor- 
tantes a disposición de los bioquímicos es el Protein 
Data Bank (Banco de datos de proteínas, PDB, 


| 
| 
www.pdb.org). 
| 
| 
| 


El PDB es un archivo de estructuras tridimensio- 
nales de macromoléculas biológicas determinadas 
experimentalmente, que contiene prácticamente todas 
las estructuras macromoleculares (proteínas, RNA, 
DNA, etc.) deducidas hasta la fecha. A cada estructura 
se le asigna una etiqueta identificadora (un identifica- 
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FIGURA 4-15 Las estructuras de las proteínas globulares son com- 
pactas y variadas. La albúmina sérica humana (M, 64.500) tiene 585 
residuos en una sola cadena. En esta figura se muestran las dimensiones 
aproximadas de esta cadena polipeptídica sencilla, en el caso de que 
toda ella se hallara en la conformación extendida 4 o en hélice a. Tam- 
bién se muestra el tamaño reai de la proteína en su forma globular 
nativa, deducida a partir de cristalografía de rayos X; la cadena polipeptí- 
dica debe encontrarse plegada de forma compacta para poder adoptar 
estas dimensiones, 


(a) (b) 


FIGURA 4-16 Estructura terciaria de la mioglobina de cachalote. 
(PDB iD 1MBO) La orientación de la proteina es la misma en todas las 
figuras; el grupo hemo se muestra en rojo. Además de ilustrar la estruc- 
tura de la mioglobina, esta figura proporciona ejemplos sobre las diferen- 
tes maneras de representar la estructura de una proteína. (a) El esque- 
leto polipeptídico se muestra en una representación de cintas del tipo 
introducido por Jane Richardson, que destaca las regiones de estructura 
secundaria. Las regiones en hélice œ se observan con claridad. (b) ima- 
gen del contorno de la superficie de la proteina; resulta útil para visuali- 


El banco de datos de estructura de proteínas (Protein Data Bank, PDB) 


dor de cuatro caracteres denominado PDB ID). Estas 
etiquetas se pueden ver en todos los pies de figura 
correspondientes a las ilustraciones de este libro en las 
que hay estructuras derivadas del PDB, con el fin de | 
que profesores y estudiantes puedan explorarlas por 
su cuenta. Los archivos de datos del PDB describen las 
coordenadas espaciales de todos los átomos para los | 
que se ha determinado su posición (muchas de las 
estructuras catalogadas no son completas). Otros 
archivos adicionales proporcionan información acerca 
de los métodos de determinación estructural y de la | 
precisión, o resolución, de la estructura. Las coordena- | 
das atómicas se pueden convertir en una imagen de la 
macromolécula utilizando los programas de visualiza- | 
ción adecuados. Animamos a los estudiantes a acceder | 
al PDB y explorar las estructuras utilizando el software 
de visualización que ofrece la propia base de datos. 
También es posible extraer una copia de los archivos 
de estructuras para luego explorarlas en el propio 
ordenador mediante software gratuito tal como Jmol. 


o e ño 


grupo ferroprotoporfirina o hemo. En la hemoglobina, la 
proteína fijadora de oxígeno de los eritrocitos, se 
encuentra un grupo hemo idéntico; él es el responsable 
del color rojo-amarronado oscuro de la mioglobina y de 
la hemoglobina. La mioglobina es muy abundante en los 
músculos de los mamíferos buceadores tales como la 
ballena, la foca y la marsopa, cuyos músculos son tan 
ricos en esta proteína que tienen un color marrón. El 
almacenamiento y distribución de oxígeno por la mio- 
globina muscular les permite permanecer sumergidos 
durante largos períodos de tiempo. La actividad de la 
mioglobina y la de otras moléculas de globina se inves- 
tiga con más detalle en el Capítulo 5. 

En la Figura 4-16 se muestran varias representacio- 
nes estructurales de la mioglobina que ilustran la manera 
en que se pliega la cadena polipeptídica en tres dimensio- 
nes: su estructura terciaria. El grupo en rojo rodeado por 
la proteína es el hemo. El esqueleto polipeptídico de la 


e. 


(c) (d) 


zar las bolsas donde pueden unirse otras moléculas. (c) Representación 
de cintas que incluye las cadenas laterales (en amarillo) de los residuos 
hidrofóbicos Leu, lle, Val y Phe. (d) Un modelo espacial con todas las 
cadenas laterales de los aminoácidos. Cada átomo está representado 
por una esfera que abarca su radio de van der Waals. La mayor parte de 
los residuos hidrofóbicos (también en amarillo) no son visibles, debido a 
que están sepultados en el interior de la proteína. [Fuente: PDB 1D 
1MBO, S.E. Phillips, J. Mo! Biol. 142:531, 1980.] 


molécula de mioglobina está formado por ocho segmen- 
tos relativamente rectos de hélice a, conectados por 
giros, algunos de los cuales son giros 8. La hélice œ de 
mayor longitud tiene 23 residuos aminoácidos y la más 
corta solamente 7; todas ellas son dextrógiras. En las 
regiones a-helicoidales se encuentran más del 70% de los 
aminoácidos de la molécula de mioglobina. El análisis por 
rayos X reveló la posición precisa de cada uno de los 
grupos R, que ocupan prácticamente todo el espacio con- 
tenido dentro de los límites de la cadena plegada que no 
está ocupado por los átomos de la cadena principal. 

A partir de la estructura de la mioglobina se extra- 
jeron muchas conclusiones importantes. La posición de 
las cadenas laterales de los aminoácidos indica que la 
estructura debe gran parte de su estabilidad al efecto 
hidrofóbico. La mayor parte de los grupos R hidrofóbi- 
cos se hallan situados en el interior de la molécula de 
mioglobima, lejos del contacto con el agua. Todos los 
grupos R polares, excepto dos, se encuentran en la 
superficie externa de la molécula, y todos ellos están 
hidratados. La molécula de mioglobina es tan compacta 
que en su interior solamente hay espacio para cuatro 
moléculas de agua. Este denso núcleo hidrofóbico es 
típico de las proteínas globulares, La fracción de espacio 
ocupada por los átomos en un líquido orgánico oscila 
entre 0,4 y 0,6. En una proteína globular este valor está 
alrededor de 0,75, comparable al de un cristal (en un 
cristal típico la fracción está entre 0,70 y 0,78, cercana 
al máximo teórico). En este entorno tan empaquetado, 
las mteracciones débiles se potencian mutuamente. Por 
ejemplo, las cadenas laterales apolares del núcleo se 
encuentran tan cercanas que las interacciones de van 
der Waals de corto alcance contribuyen significativa- 
mente a las interacciones hidrofóbicas estabilizantes. 

La deducción de la estructura de la mioglobina confir- 
mó algunas expectativas y a la vez introdujo algunos nue- 
vos elementos de estructura secundaria. Como predijeron 
Pauling y Corey, todos los enlaces peptídicos se hallan en 
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FIGURA 4-17 El grupo hemo. Este grupo está presente en la mio- 
globina, hemoglobina, citocromos y muchas otras hemoproteínas. (a) 
El hemo está formado por una estructura anular orgánica compleja, la 
protoporfirina, a la que se une un átomo de hierro en estado ferroso 
(Fe?). El átomo de hierro tiene seis enlaces de coordinación, cuatro en 
el plano de la molécula plana de porfirina y unidos a ella, y dos per- 
pendiculares a ta misma. (b) En la mioglobina y en la hemoglobina, 
uno de los enlaces de coordinación perpendiculares está unido a ur 
nitrógeno de un residuo His. El otro se encuentra “abierto” y sirve 
como sitio de unión para una molécula de O,. 
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TABLA 4-4 


Proporciones aproximadas 


RS j DT IRA Y O 
de hélice œ y contormación O en 


algunas proteinas monocadena 


, Proteína (residuos totales) Hélice cx Conformación 3 | 
Quimotripsina (247) 14 45 | 
'Ribonucleasa (124) 26 35 | 
| Carboxipeptidasa (307) 38 17 
Citocromo c (104) 39 0 
Lisozima (129) 40 12 | 
'Mioglobina (153) w D | 


Fuente: Datos de C.R. Cantor y P.R. Schimmel, Biophysical Chemistry, 
Part i: The Conformation of Biological Macromolecules, p. 100, W.H. 
Freeman and Company, 1980. 


“Las partes de las cadenas polipeptídicas no plegadas en hélice a o 
conformación 8 consisten en giros y fragmentos extendidos o plegados 
irregularmente. Los segmentos en hélice a o conformación 3 se desvían 
a veces ligeramente de sus dimensiones y geometría normales. 


la configuración plana trans. Las hélices a de la miogiobina 
proporcionaron la primera prueba experimental directa de 
la existencia de este tipo de estructura secundaria. Tres 
de los cuatro residuos Pro de la mioglobina se encuentran 
en giros de la cadena. El cuarto residuo Pro se encuentra 
en una hélice a, donde origina la curvatura necesaria para 
un empaquetamiento compacto de la hélice. 

El grupo hemo plano está situado en una hendidura 
o boisa de la molécula de mioglobina. El átomo de hierro 
del centro del grupo hemo tiene dos posiciones de enlace . 
(de coordinación) perpendiculares al plano del hemo 
(Fig. 4-17). Una de estas posiciones se une al grupo R 
de un residuo His en la posición 93; la otra posición es el 
sitio donde se une una molécula de O,. La accesibilidad 
del grupo hemo al disolvente está muy restringida en el 
interior de esta bolsa. Este hecho es muy importante 
para la función, puesto que los grupos hemo libres en una 
disolución oxigenada se oxidan rápidamente, pasando de 
la forma ferrosa (Fe*), activa en la unión reversible de 
O,, a la forma férrica (Fe*), que no es capaz de fijar O,,. 

Se ha determinado la estructura de muchas mioglo- 
binas diferentes, lo que ha permitido observar los cam- 
bios estructurales producidos por la unión de oxígeno o 
de otras moléculas y comprender, por primera vez, la 
correlación entre estructura y función proteica. Desde 
entonces cientos de proteínas han sido sometidas a un 
análisis similar. Hoy en día, la espectroscopia de resonan- 
cia magnética nuclear (RMN) y otras técnicas comple- 
mentan los datos de difracción de rayos X, proporcionan- 
do más información sobre la estructura de una proteína 
(Recuadro 4-5). Además, la secuenciación del DNA 
genómico de muchos organismos (Capítulo 9) ha permi- 
tido identificar miles de genes que codifican proteínas de 
secuencia conocida pero función todavía desconocida; el 
trabajo en este campo continúa a ritmo acelerado. 


Las proteinas globulares tienen estructuras terciarias 
diversas 


Como consecuencia de la elucidación de las estructuras 
terciarias de cientos de proteínas globulares, es evidente 
que la mioglobina representa solamente una de las 
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RECUADRO 4-5 METODOS 


(a) 


Difracción de rayos X 


El espaciado entre átomos de una red cristalina puede 
determinarse midiendo la localización y la intensidad 
de las manchas producidas en una película fotográfica 
por un haz de rayos X de longitud de onda conocida 
después de ser difractado por los electrones de los 
átomos. Por ejemplo, el análisis por rayos X de cristales 
de NaCl demuestra que los iones Na* y CF están distri- 
buidos en una red cúbica sencilla. Los métodos de 
difracción de rayos X también permiten estudiar el 
espaciado de diferentes tipos de átomos en moléculas 
orgánicas complejas, incluso tan grandes como las pro- 
teínas. Sin embargo, la técnica para analizar cristales 


de moléculas complejas es mucho más difícil que para 


los cristales sencillos de sal. Cuando el patrón repetiti- 
vo del eristal es una molécula tan grande como, por 
ejemplo, uma proteína, el gran número de átomos de 
una molécula da lugar a millares de señales de difrac- 
ción que deben analizarse por ordenador. 
Consideremos el modo en que se generan las imá- 
genes en un microscopio óptico. La luz emitida desde 
una fuente puntual se enfoca sobre un objeto. Las 
ondas luminosas son dispersadas por el objeto y recom- 


|| binadas por unas lentes que generan una imagen 


- aumentada del objeto. El tamaño menor de un objeto 


cuya estructura puede determinarse mediante este 
sistema (el poder resolutivo del microscopio) viene 
determinado por la longitud de onda de la luz, en este 
caso luz visible con longitudes de onda comprendidas 
entre 400 y 700 nm. Los objetos menores que la mitad 
de la longitud de onda de la luz incidente no pueden ser 


i. resueltos. Para resolver objetos tan pequeños como las 


proteínas, son necesarios los rayos X, cuyas longitudes 


| de onda se encuentran en el intervalo de 0,7 a 1,5 Å 


(0,07 a 0,15 nm). No existen, sin embargo, lentes que 


| puedan recombinar los rayos X para formar una ima- 
| gen; en su lugar el patrón de difracción de los rayos X 


se recoge directamente y a continuación se convierte 
en una imagen mediante técnicas matemáticas. 

La cantidad de información obtenida mediante 
cristalografía de rayos X depende del grado de orden 
estructural de la muestra. A partir de los primeros 


Métodos para determinar la estructura tridimensional 
de una proteina 


estudios de los patrones de difracción de proteínas 
fibrosas que presentan una ordenación regular en 
cabellos y lana se obtuvieron algunos parámetros 
estructurales importantes. Sin embargo, los haces 
ordenadamente formados por proteínas fibrosas no 
son cristales, las moléculas se disponen una al lado de 
otra pero no todas están orientadas en la misma direc- 
ción. La obtención de información estructural tridi- 
mensional más detallada hace necesario partir de cris- 
tales de proteína altamente ordenados. No se conocen 
aún las estructuras de muchas proteínas importantes, 
simplemente por la dificultad en cristalizarlas. Los que 
trabajan en ello, han comparado la dificultad de obte- 
ner cristales de proteína con la de conseguir mantener 
pelotas del juego de bolos unidas con cinta adhesiva. 

Operativamente, se pueden distinguir diferentes 
etapas en el análisis estructural por rayos X (Fig. 1). Se 
coloca un cristal, en un haz de rayos X, entre la fuente 
de rayos X y el detector y se genera un modelo regular 
de señales de difracción denominadas reflexiones. Las 
señales o puntos se generan por el haz de rayos X 
difractado, y cada uno de los átomos de la molécula 
contribuye en cada uno de los puntos. El patrón global 
de difracción de las señales permite reconstruir un 
mapa de densidad electrónica de la proteína mediante 
una herramienta matemática llamada transformada de 
Fourier. A efectos prácticos es como si el ordenador 
actuara como una “lente computacional”. A continua- 
ción se construye un modelo para la estructura consis- 
tente con el mapa de densidad electrónica. 

John Kendrew observó que el patrón de difrac- 
ción de rayos X de la mioglobina cristalina (aislada de 
músculo de cachalote) es muy complejo, con unas 
25.000 reflexiones. El estudio de éstas por ordenador 
se hizo en varias etapas. En cada una de ellas se mejo- 
ró la resolución, hasta que en 1959 pudieron determi- 
narse las posiciones de casi todos los átomos (exclui- 
dos los de hidrógeno). La secuencia de aminoácidos 
de la proteína obtenida por análisis químico coincidía 
con el modelo molecular. Desde entonces se han 
determinado las estructuras de miles de proteínas, 
muchas de ellas mucho más complejas que la mioglo- 
bina, con una resolución similar. 


(dh 


El entorno físico en el interior del cristal no es 
idéntico, por supuesto, al de una solución o de una 
célula viva. Un cristal impone un espacio y un tiempo 
promedio en la estructura deducida de su análisis, y 
los estudios de difracción de rayos X aportan informa- 
ción escasa acerca de los movimientos moleculares en 
el interior de la proteína. La conformación de las pro- 
teínas en un cristal podría, en principio, verse tam- 
bién afectada por factores no fisiológicos tales como 
contactos accidentales proteína-proteína en el inte- 
rior del cristal. Sin embargo, cuando se comparan las 
estructuras obtenidas de los análisis cristalográficos 
con la información estructural obtenida de otras for- 
mas (como la RMN, que se describe a continuación), 
las estructuras procedentes del cristal casi siempre 
representan una conformación funcional de la proteí- 
na. La cristalografía de rayos X puede aplicarse de 
forma satisfactoria a proteínas demasiado grandes 
para ser analizadas estructuralmente por RMN. 


Resonancia magnética nuclear 


Una de las ventajas de los estudios de resonancia mag- 
nética nuclear (RMN) es que se realizan con las 
macromoléculas en solución, mientras que la cristalo- 
grafía de rayos X está limitada a moléculas que pueden 
ser cristalizadas. La RMN incluso puede penetrar en la 
parte dinámica de la estructura de las proteínas, lo que 
incluye los cambios conformacionales, el plegamiento 
de la proteína y las interacciones con otras moléculas. 

La RMN es una manifestación del momento angu- 
lar de spin nuelear, una propiedad mecánico-cuántica 
del núcleo atómico. Sólo ciertos átomos, entre los que 
se incluye 1H, 13C, 15N, 19F y 31P, poseen el tipo de 
spin nuclear que da lugar a la señal de RMN. El spin 
nuclear genera un dipolo magnético. Cuando a una 
disolución que contiene un solo tipo de macromolécu- 
la se le aplica un campo magnético intenso y estático, 
los dipolos magnéticos se alinean en el campo en una 
de dos orientaciones, paralela (energía baja) o antipa- 
ralela (energía alta). Se aplica un pulso breve (--10 
ms) de energía electromagnética de una frecuencia 
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FIGURA 1 Etapas en la determinación de la estructura de la mioglobina 
de cachalote mediante cristalografía de rayos X. (a) Se generan patrones 
de difracción de rayos X a partir de un cristal de proteína. (b) Los datos 
extraídos de los patrones de difracción se utilizan para calcular un mapa 
de densidad electrónica tridimensional, Se muestra la densidad electró- 
nica de sólo una parte de la estructura, el hemo. (c) Las regiones con 
mayor densidad electrónica indican la localización de núcleos atómicos, 
y esta información se utiliza para recomponer la estructura final. Aquí se 
modeló la estructura del grupo hemo dentro de su mapa de densidad 
electrónica. (d) La estructura completa de la mioglobina de cachalote, 
incluyendo el hemo. [Fuentes: (a, b, c) Cortesía de George N. Phillips, Jr. 
University of Wisconsin-Madison, Department of Biochemistry. (d) PDB 
ID 2MBW, E.A. Brucker et al., J. Biol. Chem, 271:25, 419, 1996.] 


adecuada (frecuencia de resonancia, dentro de la 
zona de radiofrecuencia) y en ángulo recto con los 
núcleos alineados en el campo magnético. Parte de la 
energía es absorbida debido al paso del núcleo al esta- 
do de energía elevada y el espectro de absorción 
resultante contiene información acerca de la identi- 
dad del núcleo y de su entorno químico inmediato. 
Para generar un espectro de RMN como el que mues- 
tra la Figura 2, se recogen los datos de muchos expe- 
rimentos llevados a cabo sobre una muestra y se pro- 
median, aumentando así la relación señal-ruido. 

El *H es especialmente importante en los experi- 
mentos de RMN debido a su elevada sensibilidad y 
abundancia natural. El espectro de RMN 'H puede 
llegar a ser muy complicado en el caso de las macro- 
moléculas. Incluso una proteína pequeña tiene cien- 
tos de átomos 'H, dando lugar a un espectro de RMN 
monodimensional demasiado complejo para analizar. 
El análisis estructural de proteínas fue posible con la 
llegada de las técnicas de RMN bidimensional (Fig. 
3). Estos métodos permiten medir los acoplamientos 
dependientes de la distancia y a través del espacio 
de los spines nucleares en átomos cercanos (el efec- 
to nuclear Overhauser (NOE), aplicado a un método 
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Desplazamiento químico del 'H (ppm) 
FIGURA 2 Espectro monodimensional de RMN de una glo- 
bina de un gusano marino. Esta proteina y la mioglobina de 
cachalote son análogos estructurales muy cercanos, pertene- 
cientes a la misma familia estructural de proteínas y compar- 
ten la función de transporte de oxigeno. [Fuente: Datos de B.F. 
Volkman, National Magnetic Resonance Facility at Madison.] 
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|! denominado NOESY) o el acoplamiento de spines 
l: nucleares de átomos conectados por enlaces cova- 
lentes (espectroscopia de correlación total, o 
TOCSY). 

La traducción de un espectro bidimensional de 
RMN en una estructura tridimensional completa 
puede ser un proceso laborioso. Las señales de NOÉ 
| aportan cierta información sobre las distancias entre 
|. átomos individuales, pero para que estas restriccio- 
| nes en las distancias puedan ser útiles, se han de 
| identificar los átomos que originan estas señales. Los 
experimentos complementarios de TOCSY pueden 
| 
| 
| 


ayudar a identificar qué señales NOE corresponden a 
átomos que están unidos por enlaces covalentes. 
Ciertos patrones de señales NOE se han asociado con 
estructuras secundarias tales como la hélice a. La 
ingeniería genética (Capítulo 9) puede utilizarse para 
producir proteínas que contengan los isótopos raros 
13C o 15N. Las nuevas señales de RMN producidas 
| | por estos átomos y el acoplamiento con las señales 


de 'H producidas por estas sustituciones, son de 

ayuda en la asignación de las señales individuales de 

| 1H NOE. Este proceso también está favorecido por el 
conocimiento de la secuencia de aminoácidos del 
polipéptido. 


Metodos para determinar la estructura tridimensional 


Ñ de una proteina (Continuación) 


Para generar una estructura tridimensional, se 
introducen las restricciones de distancia en un ordena- 
dor junto con restricciones geométricas conocidas 
como por ejemplo la quiralidad, los radios de van der 
Waals y las longitudes de enlace y los ángulos. El orde- 
nador genera una familia de estructuras estrechamen- 
te relacionadas que representan una gama de confor- 
maciones consistente con las restricciones de distan- 
cia de los NOE (Fig. 3c). La dispersión en las estruc- 
turas generadas por RMN es en parte un reflejo de las 
vibraciones moleculares (la “respiración”) de la estruc- 
tura de la proteína en disolución, que se discutirá con 
más detalle en el Capítulo 5. También juega su papel la 
variación experimental normal en los datos obtenidos. 

Las estructura proteicas determinadas tanto por 
cristalografía de rayos X como por RMN, presentan 
por lo general una buena correlación. En algunos 
casos, las localizaciones precisas de determinadas 
cadenas laterales de aminoácidos en el exterior de la 
proteína son diferentes, a menudo a causa de efectos 
relacionados con el empaquetamiento de moléculas 
de proteína adyacentes en el cristal. Las dos técnicas 
juntas son las responsables de un rápido incremento 
en la disponibilidad de información estructural sobre 
las macromoléculas de las células vivas. 


FIGURA 3 Uso de la RMN bidimensional para generar una estructura tridimensional | 
ce una globina, la misma proteína que se utilizó para generar los datos de la Figura 2. | 


a 
| | J d AS l J 
ds En el espectro bidimensional de RMN la diagonal es equivalente a un espectro monodi- | 
| 2 mensional. Los picos fuera de la diagonal son señales NOE generadas por interacciones | 


de corto alcance de átomos 'H, que pueden generar señales muy distantes en un 
espectro monodimensional. En (a) se identifican dos de estas interacciones y sus iden- 
tidades se muestran en (b). Las tres lineas dibujadas describen la interacción 2 entre 
un grupo metilo en la proteína y un hidrógeno en el hemo. El grupo metilo gira rápida- 
mente de forma que cada uno de sus tres hidrógenos contribuye de forma equivalente 
a la interacción y a la señal de RMN. Este tipo de información se utiliza para determinar 
la estructura tridimensional completa, como se muestra en (c). Las múltiples lineas 
con que se presenta el esqueleto de la proteína en (c) representan una familia de 
estructuras consistentes con las restricciones de distancia en los datos de RMN. Es evi- 
dente la similitud estructural con la mioglobina (Fig. 1). En ambas figuras las proteinas 
están orientadas en la misma dirección. [Fuentes: Datos y soporte en el diseño de la 
figura, cortesía de B.F. Volkman, National Magnetic Resonance Facility at Madison. (b) 
PDB ID TVRF y (c) PDB ID TVRE, B.F. Volkman et al., Biochemistry 37:10, 906, 1998.] 
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FIGURA 4-18 Motivos. (a) Un motivo simple, el lazo 4-a-4 (b) Un 
motivo más elaborado, el barril 8. Este barril 9 es un único dominio de la 
a-hemolisina (una toxina que mata las células creando un agujero en su 
membrana) de la bacteria Staphylococcus aureus. [Fuentes: (a) Deri- 
vado de PDB 1D 4TIM, E. Noble et al., /. Med. Chem., 34:2709, 1991, (b} 
Derivado de PDB ID 7AHL, L. Song et al., Science 274.1859, 1996.] 


Barril 8 


muchas posibilidades de plegamiento de una cadena poli- 
peptídica. En la Tabla 4-4 se muestra las proporciones de 
las conformaciones a y ĝ (en porcentaje de residuos de 
cada tipo) de varias proteínas globulares, pequeñas y de 
cadena única. Cada una de estas proteínas tiene una 
estructura específica y adaptada a su función biológica 
particular, pero todas ellas comparten propiedades 
importantes con la mioglobina. Todas tienen un plega- 
miento compacto y en todas ellas las cadenas laterales 
hidrofóbicas están orientadas hacia el interior (evitando 
el contacto con el agua) y las cadenas laterales hidrofíli- 
cas se hallan en la superficie. Las estructuras están tam- 
bién estabilizadas por multitud de enlaces de hidrógeno 
y por algunas interacciones iónicas. 

Para el principiante, la gran complejidad de las 
estructuras terciarias de las proteínas globulares (algu- 
nas mucho más grandes que la mioglobina) se aprecia y 
se describe mejor en base a los patrones estructurales 
comunes que aparecen una y otra vez en proteínas dife- 
rentes y a menudo no relacionadas. La estructura tridi- 
mensional de una proteína globular típica se puede 
considerar como un conjunto de segmentos polipeptídi- 
cos en conformaciones de hélice « y hoja 4 unidas por 
segmentos de conexión. En una primera aproximación 
la estructura se puede describir mediante la forma en 
que se apilan estos segmentos y por la disposición de los 
segmentos que los conectan. 

Para comprender una estructura tridimensional 
completa necesitamos analizar sus patrones de plega- 
miento. Empezaremos por definir dos términos impor- 
tantes que describen los patrones o elementos estructu- 
rales de una cadena polipeptídica para continuar con las 
reglas de plegamiento. 

El primero de estos términos es motivo, también 
llamado plegamiento o (más raramente) estructura 
supersecundaria. Un motivo o plegamiento es un 
patrón de plegamiento reconocible que incluye dos 
o más elementos de estructura secundaria y las 
conexiones entre ellos. Un motivo puede ser muy sim- 
ple, como en el caso de dos elementos de estructura 
secundaria plegados uno sobre el otro, y representar 
tan solo una pequeña parte de la proteína. Un ejemplo 
de ello es el lazo 8-a- B (Fig. 4-18a). También puede 
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FIGURA 4-19 Dominios estructurales en el polipéptido troponina C. 
(PDB ID 4TNC) Esta proteína de fijación de calcio asociada con el mús- 
culo presenta dos dominios de fijación de calcio separados, indicados en 
azul y púrpura. [Fuente: PDB ID 4TNC, K.A. Satyshur et at, £ Biol. 
Chem. 263:1628, 1988.] 


tratarse de una estructura muy elaborada que incluya 

un buen número de segmentos de la proteína que se 

pliegan conjuntamente, como en el barril 3 (Fig. 4-18b). 

En algunos casos, un único motivo grande puede incluir” 
toda la proteíma. Los términos “motivo” y “plegamiento” 

se intercambian a menudo, pero “plegamiento” se aplica 

normalmente a patrones más complejos. Ambos térmi- 

nos abarcan cualquier patrón de plegamienio favorable 

y resultan útiles para describir dichos patrones. El seg- 

mento definido como motivo o plegamiento puede ser 

estable de forma independiente o no. Ya hemos visto un 

motivo bien estudiado, la superhélice (coiled coil) de la 

a-queratina, que también se encuentra en otras proteí- 

nas. La disposición específica de ocho hélices a en la : 
mioglobina se repite en todas las globmas y recibe el 
nombre de plegamiento de globina. Observe que un 
motivo no es un elemento estructural jerárquico ubica- 
do entre las estructuras secundaria y terciaria. Es sim- 
plemente un patrón de plegamiento. Por esta razón, el 
término sinónimo “estructura supersecundaria” genera 
confusión a veces al sugerir el concepto de jerarquía. 

El segundo término utilizado para describir patro- 
nes estructurales es dominio. Un dominio es, según la 
definición de Jane Richardson en 1981, una parte de una 
cadena polipeptídica que es estable de manera indepen- 
diente o que puede moverse como una entidad única con 
respecto al resto de la proteína. Los polipéptidos con 
más de unos pocos centenares de residuos aminoácidos 
suelen plegarse formando dos o más dominios, a veces 
con funciones diferentes. En muchos casos un dominio 
de una proteína grande mantendrá su estructura tridi- 
mensional correcta incluso cuando se separa (por rotura 
proteolítica, por ejemplo) del resto de la cadena polipep- 
tídica. En una proteína con múltiples dominios, cada uno 
de ellos puede aparecer como un lóbulo globular distinto 
(Fig. 4-19); sin embargo, es más habitual que los nume- 
rosos contactos entre dominios hagan difícil discernir los 
dominios individuales. A menudo los diferentes domi- 
nios tienen funciones distintas, tales como la unión de 
pequeñas moléculas o la interacción con otras proteínas. 
Normalmente las proteínas pequeñas tienen un solo 
dominio (el dominio es la proteína). 

El plegamiento de los polipéptidos está sujeto a una 
serie de restricciones físicas y químicas y del estudio de 
los patrones más comunes de plegamiento se han podi- 
do deducir algunas reglas. 
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Conexiones sobrecruzadas 
(observadas muy raramente) 
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(c) Hoja £ torsionada 


FIGURA 4-20 Patrones de plegamiento estables en proteínas. (a) 
Conexiones entre cadenas f en hojas 4 superpuestas. Se muestran las 
hojas desde un extremo, sin torsiones. Los conectores de un extremo 
determinado (por ejemplo, cerca del observador) raramente se cruzan 
entre sí. La cadena amarilla de la estructura de la derecha es un raro 
ejemplo de entrecruzamiento. (b) Debido a la torsión dextrógira de las 
cadenas 4, las conexiones entre cadenas son generalmente dextrógiras. 
Las conexiones levógiras deben formar ángulos más agudos y son más 
difíciles de formar. {c} Esta hoja 4 torsionada forma parte de un dominio 
de la fotoliasa (una proteína que repara ciertos tipos de lesiones en el 
DONA) de E.coli (PDB ID 1DNP). Se han eliminado los lazos de conexión 
para concentrar la atención en el plegamiento de la hoja $. [Fuente: (a) 
Derivado de PDB ID 1DNP, HW Park et al., Science, 268:1866, 1995.] 


1. El efecto hidrofóbico aporta una gran contribución 
a la estabilidad de las estructuras de las proteínas. 
La interiorización de los grupos R de los aminoáci- 
dos hidrofóbicos que permite la exclusión de las 
moléculas de agua requiere un mínimo de dos capas 
de estructura secundaria. Motivos sencillos, como el 
lazo -a-f (Fig. 4-18a) crean estas dos capas. 

2. Cuando coinciden simultáneamente en las proteí- 
nas, las hélices « y las hojas J se suelen localizan en 
diferentes capas estructurales. Esto es debido a que 
el esqueleto de un segmento polipeptídico en con- 
formación 8 no puede formar fácilmente enlaces de 
hidrógeno con una hélice a adyacente (Fig. 4-6). 

3. Los segmentos polipeptídicos adyacentes en la 
secuencia primaria están normalmente apilados uno 
junto al otro en la estructura plegada. Aunque seg- 
mentos distantes en el polipéptido pueden estar 
juntos en la estructura terciaria, ésta no es la norma 
habitual. 

4. La conformación f tiene máxima estabilidad cuando 
los segmentos individuales están ligeramente torsio- 
nados en sentido dextrógiro. Esto influye tanto en la 
disposición relativa de las hojas 4 como en el camino 
retorcido que siguen las conexiones entre ellas. Por 
ejemplo, dos hebras 8 paralelas deben conectarse 
mediante una hebra que cruce por encima (Fig. 
4-20a). En principio, este cruzamiento por encima 
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FIGURA 4-21 Construcción de dominios grandes a partir de otros 
más pequeños. El barri! a/8 es un motivo muy común construido a par- 
tir de repeticiones del motivo de lazo J-a-3. Este barril a/3 es un domi- 
nio de la piruvato quinasa (un enzima glucolítico) de conejo. [Fuente: (a) 
Derivado de PDB ID 1PKN, TM. Larsen et al, Biochemistry, 33:16301, 
1994.] 


puede tener una conformación levógira o dextrógira, 
pero en las proteínas casi siempre es dextrógira. Las 
conexiones dextrógiras tienden a ser más cortas que 
las conexiones levógiras y tienden a emplear ángulos 
de giro menores, más fáciles de formar. La torsión de 
las hojas 3 también conduce a una torsión caracterís- 
tica de la estructura formada cuando están juntos 
muchos segmentos, como en el caso del barril 4 (Fig. 
4-18b) y la hoja 3 torsionada (Fig. 4-20c), que cons- 
tituyen el núcleo de muchas estructuras mayores. 


Siguiendo estas reglas es posible construir motivos 
complejos a partir de otros más sencillos. Por ejemplo, 
una serie de lazos 2a-3, dispuestos de forma que las 
hebras J formen un barril, originan un motivo común 
muy estable denominado barril a/3 (Fig. 4-21). En 
esta estructura cada segmento 3 paralelo está unido a 
su vecino por un segmento de hélice a. Toclas las cone- 
xiones son dextrógiras. El barril a/3 se encuentra en 
muchos enzimas. a menudo con un sitio de unión (para 
un cofactor o sustrato) en forma de bolsa cerca de uno 
de los extremos del barril. Observe que de los dominios 
que presentan patrones de plegamiento similares se 
dice que tienen el mismo motivo incluso si sus hélices a 
y hojas 4 difieren en longitud. 


Algunas proteínas o segmentos de proteina estan 
intrinsecamente desordenados 


A pesar de décadas de progreso en la comprensión de la 
estructura proteica muchas proteínas se resisten a cris- 
talizar, lo que dificulta la determinación de su estructu- 
ra tridimensional mediante los considerados métodos 
clásicos (véase el Recuadro 4-5). Incluso en los casos en 
que la cristalización tiene éxito, a menudo algunas par- 
tes de la proteína están lo suficientemente desordena- 
das en el cristal como para que la estructura obtenida 
no las incluya. A veces, esto es debido a características 
sutiles de la estructura que dificultan la cristalización. 
Sin embargo, la razón puede ser más simple: algunas 
proteínas o fragmentos de proteina carecen de estruc- 
tura ordenada en disolución. 


El concepto de que algunas proteínas funcionan en 
ausencia de una estructura definida procede de la revi- 
sión de los datos obtenidos de muchas proteínas diferen- 
tes. Hasta una tercera parte de las proteínas humanas 
pueden estar desestructuradas o contener fragmentos 
desestructurados considerahlemente largos. Todos los 
organismos tienen algunas proteínas de esta clase. Las 
proteínas intrínsecamente desordenadas tienen 
propiedades distintas a las de las proteínas estructuradas 
clásicas. Carecen de núcleo hidrofóbico y presentan en 
cambio una elevada densidad de residuos cargados como 
Lys, Arg y Glu. También contienen muchos residuos Pro, 
que tienden a alterar las estructuras ordenadas. 

El desorden estructural y la alta densidad de carga 
pueden facilitar una función espaciadora o aislante de 
algunas proteínas y también una acción enlazante en 
estructuras mayores. Otras proteínas desordenadas 
pueden actuar como recolectoras, uniendo jones y 
moléculas pequeñas en disolución y sirviendo como 
reservorios o depósitos de material de desecho. Sin 
embrago, muchas proteínas intrínsecamente desorde- 
nadas juegan un papel central en importantes redes de 
interacción de proteínas. La ausencia de estructura 
ordenada puede facilitar una cierta promiscuidad fun- 
cional, permitiendo que una proteína interaccione con 
muchas más. Algunas proteínas intrínsecamente desor- 
denadas actúan inhibiendo la acción de otras proteínas 
mediante un mecanismo poco usual, envolviendo sus 
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FIGURA 4-22 Unión del extremo carboxilo-terminal intrínsecamente 
desestructurado de la proteína p53 a sus ligandos. (a) La proteína p53 
se compone de varios segmentos (PDB ID 1XQH). El dominio central es el 
único que está estructurado. (b) Se muestra la secuencia lineal de la pro- 
teína p53 en forma de barra coloreada. El gráfico superpuesto representa el 
valor de la predicción de PONDR (Predictor of Natural Disordered Regions - 
Predictor de regiones intrinsecamente desordenadas). El algoritmo PONDR 
es uno de los mejores en la predicción de la probabilidad de que un aminoá- 
cido determinado se encuentre en una región de desorden intrínseco, en 
base a la secuencia circundante y a la composición de aminoácidos. Una 
puntuación de 1,0 indica que la probabilidad de que una proteina esté desor- 
denada es del 100%. En la estructura real de la proteína, el dominio central 
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dianas proteicas. Una única proteína desordenada 
puede tener varias parejas, hasta docenas de ellas. El 
desorden estructural permite que la proteína inhibidora 
envuelva sus múltiples dianas de diversas maneras. La 
proteína intrínsecamente desordenada p27 tiene un 
papel central en el control de la división celular en 
mamíferos. Esta proteína carece de estructura definida 
en disolución. Se enrolla alrededor de varios enzimas 
denominados proteína quinasas que facilitan la división 
celular (véase el Capítulo 6), inhibiéndolos. La estructu- 
ra flexible de p27 le permite acomodarse a sus diversas 
proteínas diana. Las células tumorales humanas, que 
simplemente han perdido la capacidad de controlar la 
división celular de manera normal, suelen presentar 
niveles reducidos de p27; cuanto más bajos los niveles 
de p27, peor es el pronóstico para el paciente de cáncer. 
De manera similar, proteínas intrínsecamente desorde- 
nadas suelen estar presentes como puntos de conexión 
o como elementos de sostén en el centro de redes pro- 
teicas que constituyen rutas de señalización (véase la 
Fig. 12-26). Estas proteínas, o partes de ellas, pueden 
interaccionar con muchos ligandos diferentes. Suelen 
adoptar una estructura al interaccionar con otras pro- 
temas, pero esta estructura puede variar dependiendo 
de la pareja ligada. La proteína de mamíferos p53 tiene 
también un papel crucial en la división celular. Presenta 
tanto segmentos estructurados como desestructurados, 
que interaccionan con docenas de proteínas diferentes. 


(c) 
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CBP 


É 
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está ordenado. Las regiones amino-terminal (azub y carboxilo-termina! 
(rojo) están desordenadas. El extremo de la región carboxilo-terminal tiene 
múltiples ligandos y se pliega cuando se une a cada uno de ellos; sin 
embargo, la estructura tridimensional adoptada cuando se produce la unión 
es diferente en cada caso y por esta razón el color del segmento carboxilo 
terminal (de 11 a 20 residuos) es diferente en cada complejo. [Fuentes: 
Información:de V.N. Uversky, inti. 4 Biochem. Cell Biol. 43:1090, 2011, Fig. 5, 
(a) Derivado de PDB ID 1TUP, Y. Chuo et al. Science 265:346, 1994. (c) 
Ciclina A: PDB ID 1H26, E.D. Lowe et al, Biochemistry 41:15,625, 2002; sir- 
tuina: PDB ID 1MA3, J.L. Avalos et al, Mol. Cell 10:523, 2002; bromo-domi- 
nio CPB: PDB ID USP, S. Mujtaba et al., Mo! Cell 13:251, 2004; s1IOO(DB): 
PDB ID 1D17, RR, Rustandi et al., Nature Struct. Biol. 7:570, 2000.] 
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Estructuralmente similares, de secuencia y organismo diferentes 


1F8F 
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Acinetobacter calcooceticus 
Bacteria de la microbiota 
intestinal humana 
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Equus caballus 
Caballo 
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1BCF 1PEX 


Tipo ferritina 
Bacterioferritina (citocromo b.) 
Escherichia coli 
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Colagenasa-3 (MMP-13) 
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FIGURA 4-23 Organización de las proteínas basada en motivos. Aquí 
se muestra una pequeña parte de los cientos de motivos estables coroci- 
dos. (a) Diagramas estructurales del enzima alcohol deshidrogenasa de 
dos organismos diferentes. Comparaciones como ésta ilustran las relacio- 
nes evolutivas que conservan tanto la estructura como la función. (b) Dia- 
grama topológico de alcohol deshidrogenasa de Acinetobacter calcoaceti- 
cus. Los diagramas topológicos proporcionan un modo de visualizar los 
elementos de estructura secundaria y sus interconexiones en dos dimen- 
siones, y pueden ser de mucha utilidad en la comparación de motivos o 
plegamientos estructurales. (c) La base de datos Structural Classification 


Una región desestructurada de p53 en el extremo car- 
boxilo-terminal interacciona con, al menos, cuatro 
ligandos diferentes y adopta una estructura diferente en 
cada uno de los complejos (Fig. 4-22). 


Los motivos proteicos constituyen la base 
de la clasificación estructura! de las proteínas 


El archivo del Protein Data Bank (PDB) alberga en la 
actualidad más de 100.000 estructuras de proteínas. Los 
datos allí contenidos suponen una enorme cantidad de 
información acerca de los principios estructurales, la fun- 
ción y la evolución de las proteínas. Por fortuna, otras 
bases de datos organizan esta información para hacerla 
más accesihle. En la base de datos Structural Classifica- 
tion of Proteins, o SCOP2 (http://scop2.mrc-imb.ca.ac. 
uk), es posible rastrear toda la información sobre proteí- 
nas contenida en el PDB en el marco de cuatro categorías 


Humanos (Homo sapiens) 


of Proteins (SCOP2) (http/scop2.mre-Imb.cam.ac uk) organiza los piega- 
mientos de proteínas en cuatro clases: todo a, todo 8, a/f y atp. Se 
muestran ejemplos de los plegamientos todo « y todo 8 junto con sus 
datos de clasificación estructural (PDB ID, nombre de! plegamiento, nom- 
bre de la proteina y organismo de origen) de la base de datos SCOP2 El 
POB ID es un código de acceso único que se da a cada estructura archi- 
vada en el Protein Data Bank (www.pdb.org). [Fuentes: (a) PDB ID 2JHE, 
R. Meijers et al, Biochemistry 46:5446, 2007; PDB 1D 1F8F, J.C. Beau- 
champ et al. (c) PDB 1D 1BCF F. Frolow et al., Nature Struct. Biol, 1453, 
1994; PDB 1D 1PEX, F.X. Gomis-Ruth et al., J. Mol. Biol, 264:556, 1996.] 


diferentes: (1) relaciones entre proteínas, (2) clases 
estructurales, (3) tipos de proteínas, y (4) datos evoluti- 
vos. La primera categoría ofrece varias opciones: es posi- 
ble buscar proteínas en base a características estructura- 
les, relaciones evolutivas, u “otras” (en este último caso se 
trata de un intento de definir motivos y subplegamientos 
comunes). La segunda opción organiza todas las estructu- 
ras del PDB en base a sus elementos de estructura secun- 
daria: todo a, todo 8, a4/8 (con los segmentos a y f 
alternados o entremezclados), y œ + 4 (con las regiones 
a y 8 segregadas total o parcialmente). La tercera catego- 
ría organiza las estructuras de proteínas en tipologías 
definidas, como solubles (globulares), de membrana, 
fibrosas e intrínsecamente desestructuradas. La última 
categoría rastrea reordenamientos estructurales y carac- 
terísticas poco habituales de proteínas relacionadas evo- 
lutivamente. La Figura 4-23 muestra ejemplos de moti- 
vos proteicos extraídos de SCOP2 para ilustrar el poten- 


cial de búsqueda dentro de cada categoría. La figura 
introduce también otra manera de representar los ele- 
mentos de estructura secundaria y las relaciones de estos 
elementos en una proteína — el diagrama topológico. 

El número de tipos de plegamiento no es infinito. 
Entre las más de 80.000 estructuras de proteínas distin- 
tas archivadas en el PDB tan sólo se hallan representa- 
dos unos 1.200 plegamientos o motivos diferentes. El 
importante progreso consolidado a lo largo de muchos 
años en biología estructural hace que el descubrimiento 
de nuevos tipos de plegamiento sea cada vez menos 
frecuente. Existen muchos ejemplos de dominios o de 
motivos estructurales repetidamente observados que 
revelan que la estructura terciaria de proteínas se con- 
serva mucho más que la secuencia primaria. La compa- 
ración de estructuras de proteínas puede proporcionar, 
por tanto, mucha información acerca de la evolución, Se 
dice que pertenecen a la misma familia de proteínas, 
aquellas que presentan una similitud significativa en su 
estructura primaria, que poseen una estructura tercia- 
ria y función similares, o que reúnen las dos caracterís- 
ticas. Las estructuras de proteínas del PDB pertenecen 
a unas 4.000 familias diferentes. Dentro de una misma 
familia de proteínas suele resultar evidente la existencia 
de una relación evolutiva fuerte. Por ejemplo la familia 
de las globinas está formada por muchas proteínas dife- 
rentes con similitudes tanto estructurales como secuen- 
ciales con la mioglobina (como se puede ver en las 
proteínas utilizadas como ejemplo en el Recuadro 4-5 y 
en el Capítulo 5). Dos o más familias con escasa simili- 
tud en la secuencia de aminoácidos utilizan algunas 
veces el mismo motivo estructural principal y tienen 
funciones similares; estas familias se agrupan como 
superfamilias. La relación evolutiva entre las familias 
de una superfamilia se considera probable, a pesar de 
que el tiempo y las diferencias funcionales, debidas a 
presiones de adaptación diferentes, puedan haber 
borrado muchas relaciones secuenciales reveladoras. 

Una familia de proteínas puede encontrarse reparti- 
da en los tres dominios de vida celular: Bacteria, Arquea 
i Eucaria, lo que sugeriría un origen muy antiguo. Muchas 
proteínas involucradas en el metabolismo intermediario y 
en el metabolismo de ácidos nucleicos y proteínas perte- 
necen a esta categoría. Otras familias pueden estar pre- 
sentes en tan solo un número pequeño de organismos, lo 
que indicaría que su estructura apareció más reciente- 
mente. La reconstrucción de la historia natural de los 
motivos estructurales utilizando las clasificaciones de 
bases de datos estructurales como SCOP2 aporta un 
poderoso complemento a los análisis de secuencias y 
permite definir muchas relaciones evolutivas. La base de 
datos SCOP2 es mantenida manualmente con el objeto 
de ubicar las proteínas en el marco evolutivo correcto en 
base a características estructurales conservadas. 

En la definición de las familias y superfamilias de 
proteínas, los motivos estructurales son muy importan- 
tes. La mejora en los sistemas de clasificación y compa- 
ración de proteínas, lleva inevitablemente al descubri- 
miento de nuevas relaciones funcionales. Dado el papel 
central de las proteínas en los sistemas vivos, estas 
comparaciones estructurales pueden ayudar a esclare- 
cer todos los aspectos bioquímicos, desde la evolución 
de las proteínas individuales hasta la historia evolutiva 
de rutas metabólicas enteras. 
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Las estructuras cuaternarias de las proteínas comprenden 
desde díimeros sencillos hasta grandes complejos 


Muchas proteínas presentan múltiples subunidades 
polipeptídicas (desde dos a centenares de ellas). La 
asociación de cadenas polipeptídicas puede servir para 
una diversidad de funciones. Muchas proteínas con múl- 
tiples subunidades tienen funciones reguladoras, la 
unión de moléculas pequeñas puede alterar la interac- 
ción entre subunidades produciendo grandes cambios 
en la actividad de la proteína en respuesta a pequeños 
cambios en la concentración de sustrato o moléculas 
reguladoras (Capítulo 6). En otros casos, subunidades 
diferentes pueden llevar a cabo funciones separadas 
aunque relacionadas, tales como la catálisis y la regula- 
ción. Algunas asociaciones, como por ejemplo las pro- 
teínas fibrosas descritas al inicio de este capítulo y las 
proteínas de la cubierta de los virus, tienen principal- 
mente una función estructural. Algunas estructuras 
grandes son el sitio donde tienen lugar reacciones com- 
plejas con diversos pasos. Por ejemplo, cada uno de los 
ribosomas, sitio donde se produce la síntesis de proteí-- 
nas, incorpora docenas de subunidades de proteínas 
junto con varias moléculas de RNA. 

Una proteína con múltiples subunidades se conoce 
también como multímero. Un multímero con sólo unas 
pocas subunidades se denomina a menudo oligómero. 
Si un multímero está constituido por subunidades dife- 
rentes, la estructura global de la proteína puede ser 
asimétrica y bastante complicada. Sin embargo, la 
mayoría de los multímeros tienen subunidades idénticas 
o grupos repetidos de subunidades no idénticas a menu- . 
do dispuestos simétricamente. Como se dijo en el Capí- 
tulo 3, la unidad de repetición estructural en este tipo 
de proteína multimérica, tanto si es una sola subunidad 
o un grupo de subunidades, se denomina protómero. 

La hemoglobina (M_ 64.500) fue la primera proteína 
oligomérica de la que se determinó la estructura tridi- 
mensional. Está formada por cuatro cadenas polipeptí- 
dicas y cuatro grupos prostéticos hemo, en los que los 
átomos de hierro se encuentran en el estado ferroso 
(Fe**) (Fig. 4-17). La parte proteica, la globina, está 
constituida por dos cadenas œ (de 141 residuos cada 
una) y dos cadenas ĝ (de 146 residuos cada una). 
Obsérvese que a y ð no se refieren en este caso a 
estructuras secundarias. Según una costumbre que 
puede resultar confusa para el principiante, las letras 


Max Perutz, 1914-2002 (izquierda) y John Kendrew, 1917- 
1997 [Fuente: Corbis/Huiton Deutsch Collection.] 
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FIGURA 4-24 Estructura cuaternaria de la desoxihemoglobina. (PDB 
ID 2HHB) El análisis de difracción de rayos X de la desoxihemoglobina 
(hemoglobina sin moléculas de oxígeno unidas a los grupos hemo) 
muestra cómo se empaquetan juntas las cuatro subunidades polipeptidi- 
cas. (a) La representación de cintas muestra los elementos de estructura 
secundaria y la posición de todos los cofactores hemo. (b) El modelo de 


griegas a y 8 (y y y 6, y otras) se usan a menudo para 
distinguir tipos diferentes de subunidades dentro de 
una proteína multimérica, independientemente del tipo 
de estructura secundaria que predomine en las subuni- 
dades. Puesto que la hemoglobina es cuatro veces más 
grande que la mioglobina, fueron necesarios mucho más 
tiempo y esfuerzos para resolver su estructura tridi- 
mensional por análisis de rayos X, lo que consiguieron 
finalmente Max Perutz, John Kendrew y sus colabora- 
dores en 1959, Las subunidades de hemoglobina están 
dispuestas en pares simétricos (Fig. 4-24) que contie- 
nen cada uno una subunidad a y una subunidad $. Por 
tanto la hemoglobina se puede describir como un tetrá- 
mero o como un dímero de protómeros af. En el Capí- 
tulo 5 se discute el papel jugado por las subunidades en 
la función de la hemoglobina. 


RESUMEN 4.3 Estructura terciaria y cuaternaria 
de proteínas 


E La estructura terciaria es la estructura tridimensional 
completa de una cadena polipeptídica. Muchas proteínas 
pertenecen a una de las dos clases generales de proteínas 
en base a la estructura terciaria: fibrosas y globulares 

E Las proteínas fibrosas, que desempeñan mayorita- 
riamente papeles estructurales, están formadas por 
elementos repetitivos simples de estructura secundaria 
E Las proteínas globulares tienen estructuras tercia- 
rias más complicadas que a menudo contienen varios 
tipos de estructura secundaria en la misma cadena poli- 
peptídica. La primera proteína globular cuya estructura 
se determinó mediante métodos de difracción de rayos 
X fue la mioglobina. 

E Las complejas estructuras de las proteínas globula- 
res pueden analizarse examinando los modelos de ple- 
gamiento denominados motivos (también llamados ple- 
gamientos o estructuras supersecundarias). Los miles 
de estructuras proteicas conocidas suelen estar cons- 
truidas a partir de un repertorio de sólo unos pocos 
centenares de motivos. Los dominios son regiones de la 
cadena polipeptídica que pueden plegarse de forma 
estable e independiente. 

M Algunas proteínas o segmentos de proteína son 
intrínsecamente desordenados y carecen de estructura 


contorno espacial muestra las hendiduras en las que se unen los cofac- 
tores hemo y es útil para visualizar el empaquetamiento de las subuni- 
dades. Las subunidades a se muestran en tonos de gris; las subunida- 
des 4 en tonos de azul. Obsérvese que los grupos hemo (rojo) están 
relativamente alejados. [Fuente: PDB ID 2HHB, G. Fermi et al., ¿ Mol, 
Biol. 175:159, 1984.] 


definida. Estas proteínas tienen una composición de 
aminoácidos particular que permite una estructura más 
flexible. Algunas de estas proteínas desordenadas fun- 
cionan como componentes estructurales o como molé- 
culas recolectoras; otras pueden interactuar con muchas 
proteínas diferentes, funcionando como inhibidores 
versátiles o como componentes centrales de redes de 
interacciones proteicas. La estructura cuaternaria se 
forma como consecuencia de interacciones entre las 
subunidades de proteínas con múltiples subunidades 
(multiméricas) o de grandes complejos proteicos. Algu- 
nas protemas multiméricas poseen una unidad repetiti- 
va consistente en una única subunidad o en un grupo de 
subunidades que se denomina protómero 


4.4 Desnaturalización y plegamiento 
de proteínas 


La vida de las proteínas es sorprendentemente precaria. 
Ya hemos visto que la conformación nativa es tan solo 
marginalmente estable. Además, muchas proteínas 
necesitan mantener la flexibilidad conformacional para 
funcionar. El mantenimiento continuo del conjunto de 
proteínas celulares activas necesarias en unas condicio- 
nes dadas se denomina proteostasis. La proteostasis 
celular implica la coordinación de las rutas de síntesis de 
proteínas y de su plegamiento, el replegamiento de pro- 
teínas parcialmente desplegadas y la recogida y degrada- 
ción de las proteínas que se han desplegado irreversible- 
mente. Estas redes de procesos implican a cientos de 
enzimas y proteínas especializadas en todas las células. 
Como hemos visto en la Figura 4-25, la vida de una 
proteína implica mucho más que su síntesis y degrada- 
ción posterior. La estabilidad marginal de muchas pro- 
teínas puede generar un tenue equilibrio entre estados 
plegado y desplegado. Al sintetizarse en los ribosomas 
(Capítulo 27) las proteínas deben plegarse en sus con- 
formaciones nativas. Esto ocurre espontáneamente en 
ocasiones, pero es más habitual que tenga lugar gracias 
a la asistencia de enzimas y complejos especializados 
llamados chaperonas. Muchos de estos ayudantes del 
plegamiento actúan en el replegamiento de proteínas 
que se han desplegado de manera transitoria. Las pro- 
teínas que no están correctamente plegadas suelen 
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FIGURA 4-25 Rutas que contribuyen a la proteostasis. Tres tipos de 
procesos contribuyen a la proteostas:s, en algunos casos con múltiples 
rutas confluyentes. En primer lugar, las proteínas se sintetizan en e! ribo- 
soma. En segundo lugar, múltiples rutas contribuyer al olegamiento de 
las proteínas, muchas de las cuales implican la actividad de complejos 
llamados chaperonas. Las chaperonas (incluidas las chaperoninas) tam- 
bién contribuyen al reo'egamiento de las proteínas que están parcial o 
transitoriamente desplegadas. “inalmente, las proteínas irreversible- 
mente desplegadas son secuestradas y degradadas a través de varias 
rutas adicionales. Las proteínas parcialmente desplegadas y los interme- 
diarios del plegamiento de proteínas que escapan a las actividades de 
contro' de calidad de las chaperonas y de las rutas degradativas pueden 
agregarse, formando tanto agregados desordenados como agregados 
ordenados de tipo amiloide que producen enfermedades y contribuyen a 
tos procesos de envejecimiento. [Fuente: Información de F.U. Harti et al., 
Nature 475:324, 2011, Fig. 6.] 


exponer al exterior superficies hidrofóbicas que las 
convierte en “adhesivas” y conducen a la formación de 
agregados inactivos. Estos agregados pueden no ser 
inertes a pesar de haber perdido su funcionalidad nor- 
mal; su acumulación en las células es la base de enfer- 
medades que van desde la diabetes a las enfermedades 
de Parkinson y Alzheimer. No es por tanto sorprendente 
que todas las células posean rutas elaboradas para reci- 
clar o degradar proteínas que están plegadas incorrec- 
tamente de manera irreversible. 

Las transiciones entre los estados plegado y desple- 
gado y la red de rutas e interacciones que controlan 
estas transiciones constituyen ahora el centro de nues- 
tra atención. 


La pérdida de la estructura proteica conduce a la pérdida 
de función 


Las estructuras proteicas han evolucionado para funcio- 
nar en entornos celulares concretos. Condiciones dife- 
rentes a las de la célula pueden provocar cambios, 
grandes y pequeños, en la estructura de la proteína. La 
pérdida de estructura tridimensional suficiente para 
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FIGURA 4-26 Desnaturalización de proteínas. Se muestran los resui- 
tados para proteínas desnaturalizadas mediante dos tipos de cambios 
del entorno. En cada caso, la transición del estado plegado al desplegado 
es muy abrupta, sugiriendo que existe cooperatividad en el proceso de 
desplegamiento. (a) Desnaturalización térmica de la apomioglobina de 
caballo (mioglobina sin el grupo prostético hemo) y ribonucieasa A (con 
los enlaces disulfuro intactos, véase la Fig. 4-27). El punto medio en el 
intervalo de temperaturas en el que tiene lugar la desnaturalización se 
denomina temperatura de fusión o T_. La desnaturalización de la apo- 
mioglobina se siguió mediante dicroismo circular (véase la Fig. 4-10), 
una técnica que mide la cantidad de estructura helicoidal en una macro- 
molécula, La desnaturalización de la ribonucleasa A se siguió midiendo 
los cambios en la fluorescencia intrínseca de la proteína, la cual se ve, 
afectada por los cambios de entorno de los residuos de Trp. (b) Desna- 
turalización de la ribonucleasa A con los enlaces disulfuro intactos 
mediante cloruro de guanidinio (GdnHCH, seguida mediante dicroísmo 
circular. [Fuentes: (a) Datos de R.A. Sendak et al., Biochemistry, 35:12, 
978, 1996; I. Nishii et al, J. Mol. Biol. 250:223, 1995. (b) Datos de W.A. 
Haury et al., Biochemistry 35:10,125, 1996. ] 


originar la pérdida de la función se denomina desnatu- 
ralización. El estado desnaturalizado no se equipara 
necesariamente con el desplegamiento completo de la 
proteína y la pérdida total de la conformación. En la 
mayoría de condiciones, las proteínas desnaturalizadas 
existen como un conjunto de estados parcialmente ple- 
gados. 

La mayoría de las proteínas se pueden desnaturali- 
zar mediante calor, el cual afecta de una manera com- 
pleja a las interacciones débiles de una proteína (los 
enlaces de hidrógeno principalmente). Si se aumenta 
lentamente la temperatura, la conformación de la pro- 
teína suele permanecer intacta hasta que tiene lugar 
una pérdida brusca de la estructura (y de la función) 
dentro de un estrecho margen de temperaturas (Fig. 
4-26). La brusquedad del cambio sugiere que el desple- 
gamiento es un proceso cooperativo: la pérdida de 
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estructura en una parte de la proteína desestabiliza 
otras partes. La estructura puede mitigar el efecto del 
calor sobre las proteínas. Las proteínas muy estables al 
calor de las bacterias y arqueas termófilas han evolucio- 
nado para poder funcionar a la temperatura de las fuen- 
tes termales (~100 °C). Las estructuras plegadas de 
estas proteínas suelen ser similares a las de las proteí- 
nas de otros organismos, aunque llevan al extremo 
algunos de los principios aquí descritos. Presentan con 
frecuencia una elevada densidad de residuos cargados 
en su superficie, núcleos hidrofóbicos más compactos 
en su interior y poseen plegamientos menos flexibles a 
causa de redes de pares iónicos, lo que en conjunto 
convierte a estas proteínas en menos susceptibles al 
desplegamiento a elevadas temperaturas. 

La desnaturalización de proteínas también puede 
llevarse a cabo por la acción de extremos de pH, de 
ciertos disolventes orgánicos miscibles en agua como 
por ejemplo el alcohol o la acetona, de ciertos solutos 
tales como la urea o el cloruro de guanidinio, o median- 
te detergentes. El tratamiento con cada uno de estos 
agentes desnaturalizantes puede considerarse relativa- 
mente suave, en el sentido de que no se rompen enlaces 
covalentes de la cadena polipeptídica. Los disolventes 
orgánicos, la urea y los detergentes actúan principal- 
mente rompiendo las interacciones hidrofóbicas que 
forman el núcleo estable de las proteínas globulares; la 
urea también rompe los enlaces de hidrógeno; los extre- 
mos de pH alteran la carga neta de la proteína, dando 
lugar a la aparición de repulsiones electrostáticas y a la 
destrucción de algunos enlaces de hidrógeno. Las 
estructuras desnaturalizadas obtenidas con estos diver- 
sos tratamientos no son necesariamente equivalentes. 

La desnaturalización suele dar lugar a la precipita- 
ción de la proteína, una consecuencia de la formación 
de agregados proteicos al asociarse las superficies 
hidrofóbicas expuestas. Los agregados suelen estar alta- 
mente desordenados. Un ejemplo de ello es el precipita- 
do de proteína que se observa en la clara del huevo 
hervida. En algunas proteínas se observan agregados 
más ordenados, como veremos. 


La secuencia de aminoácidos determina 
la estructura terciaria 


La estructura terciaria de una proteína globular está 
determinada por su secuencia de aminoácidos. La prue- 
ba más importante vino de experimentos que demostra- 
ron que la desnaturalización de algunas proteínas es 
reversible. Algunas proteínas globulares desnaturaliza- 
das por el calor, extremos de pH o reactivos desnatura- 
lizantes, son capaces de recuperar su estructura nativa 
y su actividad biológica si son devueltas a condiciones 
en las que la conformación nativa es estable. Este pro- 
ceso se conoce como renaturalización. 

Un ejemplo clásico es la desnaturalización y rena- 
turalización de la ribonucleasa A, demostrada por 
Christian Anfinsen en la década de 1950. La ribonu- 
cleasa A purificada se desnaturaliza completamente 
mediante exposición a una disolución concentrada de 
urea en presencia de un agente reductor. El agente 
reductor rompe los cuatro puentes disulfuro dando 
lugar a ocho residuos de Cys y la urea elimina el efecto 
hidrofóbico estabilizante, con lo que el polipéptido 
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FIGURA 4-27 Renaturalización de la ribonucieasa desplegada y des- 
naturalizada. La urea desnaturaliza la ribonucieasa y el mercaptoetano! 
(HOCH CH,SH) la reduce, rompiendo los enlaces disulfuro y gene- 
rando ocho residuos Cys. La renaturalización implica la restauración de 
los enlaces disulfuro correctos. 


pierde completamente su conformación plegada. La 
desnaturalización de la ribonucleasa va acompañada de 
una pérdida completa de la actividad catalítica. Cuando 
se eliminan la urea y el agente reductor, la ribonucleasa 
desplegada y desnaturalizada se vuelve a plegar espon- 
táneamente adoptando su estructura terciaria correcta 
y recuperando completamente su actividad catalítica 
(Fig. 4-27). El replegamiento de la ribonucleasa es tan 
exacto que los cuatro puentes disulfuro intracatenarios 
de la molécula renaturalizada se forman en las mismas 
posiciones originales observadas en la ribonucleasa 
nativa. Más adelante se obtuvieron resultados similares 
usando ribonucleasa A sintetizada químicamente y 
catalíticamente activa. Con esto se eliminaba la posibi- 
lidad de que algún contaminante residual de la prepa- 
ración de ribonucleasa de Anfinsen hubiera podido 
contribuir a la renaturalización del enzima, disipando 
cualquier duda sobre la capacidad de plegamiento 
espontáneo del enzima. 

El experimento de Anfinsen demostró por primera 
vez que la secuencia de aminoácidos de una cadena 
polipeptídica contiene toda la información necesaria 
para el plegamiento de la cadena en su estructura tridi- 
mensional nativa. Trabajos posteriores han demostrado 
que sólo una minoría de proteínas, muchas de ellas 
pequeñas e inherentemente estables, se pliegan espon- 
táneamente para dar lugar a su forma nativa. A pesar de 


que todas las proteínas poseen realmente el potencial 
para plegarse y generar su estructura nativa, muchas 
requieren algún tipo de asistencia. 


Los polipéptidos se pliegan rápidamente 
según un proceso en varias etapas 


En las células vivas, las proteínas se forman a partir de 
los aminoácidos a una gran velocidad. Por ejemplo, las 
células de E. coli pueden producir una molécula de 
proteína entera y biológicamente activa de 100 residuos 
aminoácidos en aproximadamente 5 segundos a 37° C. 
Sin embargo, la síntesis de enlaces peptídicos en el ribo- 
soma no es suficiente; la proteína debe plegarse. 

¿Cómo alcanza esta cadena polipeptídica su confor- 
mación nativa? Vamos a suponer, en un cálculo a la baja, 
que cada residuo aminoácido puede adoptar una media 
de 10 conformaciones diferentes, lo que origina 10'% 
conformaciones diferentes del polipéptido. Suponga- 
mos también que la proteína se pliega espontáneamente 
mediante un proceso al azar en el que ensaya todas las 
conformaciones posibles en torno de cada enlace senci- 
llo de su esqueleto peptídico hasta encontrar su forma 
nativa biológicamente activa. Si cada conformación se 
ensayara en el período de tiempo más corto posible 
(-10 segundos, o sea el tiempo requerido para una 
sola vibración molecular), probar todas las conforma- 
ciones posibles requeriría unos 10” años. Está claro, 
pues, que el plegamiento de proteínas no puede ser un 
proceso completamente al azar en el que se siga el 
método de prueba y error. Deben existir atajos para el 
plegamiento. Este problema fue señalado por primera 
vez en 1968 por Cyrus Levinthal y a menudo se denomi- 
na la paradoja de Levinthal. 

La ruta de plegamiento de una cadena polipeptídica 
grande es, sin ningún género de dudas, muy complicada. 
Sin embargo, el rápido progreso en este campo ha per- 
mitido generar algoritmos potentes capaces a menudo 
de predecir la estructura de proteínas pequeñas a partir 
de su secuencia de aminoácidos. Las rutas principales 
del plegamiento están jerarquizadas. En primer lugar se 
formarían las estructuras secundarias locales. Ciertas 
secuencias de aminoácidos se pliegan rápidamente en 
forma de hélices a u hojas 8 guiadas por las restricciones 
que hemos revisado en nuestra discusión sobre la 
estructura secundaria. Las interacciones iónicas, en las 
que intervienen grupos cargados situados, a menudo, 
unos cerca de otros en la secuencia lineal del polipépti- 
do, pueden jugar un papel importante en la conducción 
de estos primeros pasos del plegamiento. Después de la 
formación de las estructuras locales se establecen las 
interacciones de largo alcance entre, por ejemplo, dos 
elementos de estructura secundaria que se acercan para 
formar estructuras plegadas estables. El efecto hidrofó- 
bico juega un papel importante a lo largo del proceso, ya 
que la formación de agregados entre cadenas laterales 
apolares de aminoácidos proporciona una estabilización 
entrópica para los intermedios y, en último término, para 
la estructura plegada final. El proceso continúa hasta la 
completa formación de dominios y el plegamiento del 
polipéptido entero (Fig. 4-28). Es destacable el hecho 
de que las proteínas dominadas por interacciones de 
corto alcance (entre pares de residuos generalmente 
cercanos en la cadena polipeptídica) tienden a plegarse 
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FIGURA 4-28 La ruta de plegamiento de una proteína pequeña. Se 
muestra una ruta jerarquizada basada en simulaciones por computacor. 
En primer fugar se forman pequeñas regiones de estructura secundaria, 
que más adelante se incorporan a estructuras de orden superior. El pro- 
grama usado para este modelo ha resultado muy eficiente en la predic- 
ción de estructuras tridimensionales de proteínas pequeñas a partir de 
su secuencia de aminoácidos. Los números indican residuos aminoáci- 
dos de este péptido de 56 residuos que han adquirido su estructura final 
en cada uno de los pasos mostrados. [Fuente: Información de K.D. Dill et 
al, Annu. Rev. Biophys. 37:289, 2008, Fig. 5.] 


más rápidamente que las que tienen un plegamiento más 
complejo y muchas interacciones de largo alcance entre 
los diferentes segmentos. Al sintetizarse proteínas mayo- 
res con múltiples dominios, aquellos dominios que se 
encuentran cerca del extremo amino terminal (los que 
se sintetizan primero) pueden plegarse antes de que se 
haya sintetizado todo el polipéptido. 

El proceso de plegamiento se puede representar, 
termodinámicamente, como una especie de embudo de 
energía libre (Fig. 4-29). Los estados desplegados se 
caracterizan por un elevado grado de entropía conforma- 
cional y una energía libre relativamente elevada. A medi- 
da que el plegamiento avanza, el estrechamiento del 
embudo refleja la disminución del espacio conformacio- 
nal accesible a la proteína mientras se aproxima al estado 
nativo. Las pequeñas depresiones a lo largo de las caras 
del embudo de energía libre representan intermediarios 
semiestables que pueden enlentecer momentáneamente 
el proceso de plegamiento. El conjunto de intermediarios 
del plegamiento se reduce, en el fondo del embudo, a una 
única conformación nativa (o una dentro de un pequeño 
conjunto de conformaciones nativas). Los embudos pue- 
den presentar diversas formas en función de la compleji- 
dad de la ruta de plegamiento, la existencia de interme- 
diarios semiestables y el potencial que pueda tener 
alguno de ellos para constituirse en forma de agregados 
de proteínas mal plegadas (Fig. 4-29). 

La estabilidad termodinámica no se distribuye de 
modo uniforme en la estructura de una proteína: la 
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FIGURA 4-29 Termodinámica del plegamiento de una proteína 
representada como embudos de energía libre. A! plegarse las proteínas, 
el espacio conformacional que puede explorarse se constriñe. Este espa- 
cio de modela como un embudo termodinámico tridimensional, en el 
que AG se representa como su profundidad y donde la estructura nativa 
(N) se sitúa en el fondo del ermbudo (punto de menor energía libre). El 
embudo puede adoptar diversas formas que dependen de cada proteína 
y del número y tipo de intermediarios en las rutas de plegamiento. Todo 
intermediario con estabilidad significativa y de vida finita se representará 
como un minimo loca! de energia libre (una depresión en la superficie 
del embudo). (a) Un embudo simple pero relativamente amplio y liso 
representa una proteína con vias de plegamientc múltiples tes decir, 
para la que el orden de plegamiento de cada una de las partes sería en 
cierta mmodo al azar), pero que adopta su estructura tridimensional sin 
que haya intermediarios del plegamiento significativamente estables. (b) 


molécula tiene regiones de estabilidad relativamente 
alta y otras de baja o nula estabilidad. Una proteína 
puede, por ejemplo, tener dos dominios estables unidos 
por un segmento completamente desordenado. Las 
regiones de estabilidad baja pueden permitir que la con- 
formación de la proteína fluctúe entre dos o más esta- 
dos. Como veremos en los dos capítulos siguientes, las 
variaciones en la estabilidad de las regiones dentro de 
una proteína suelen ser esenciales para la función. Las 
proteínas o los fragmentos de proteína intrínsecamente 
desordenados no se pliegan en absoluto. 

Al ir creciendo nuestra comprensión del plega- 
miento y de la estructura de las proteínas se van desa- 
rrollando programas informáticos cada vez más sofisti- 
cados para predecir la estructura a partir de la secuen- 
cia de aminoácidos. La predicción de estructura de 
proteínas es un campo especializado de la bioinformáti- 
ca cuyo progreso se evalúa bianualmente en la competi- 
ción CASP (Critical Assessment of Structural Predic- 
tion — Evaluación crítica de predicción estructural). 
Participantes de todo el mundo rivalizan en la predic- 
ción de la estructura de una proteína determinada 
(cuya estructura se conoce pero todavía no se ha publi- 
cado). Se invita a los equipos que se aproximan más al 
resultado correcto a presentar sus resultados en la 
conferencia CASP. Estos esfuerzos tienen un éxito cre- 
ciente, siendo ya habituales la predicciones correctas 
para proteínas pequeñas. 


Algunas proteinas experimentan un plegamiento asistido 
No todas las proteínas se pliegan espontáneamente a 
medida que se sintetizan en la célula. Para el plegamien- 
to de muchas proteínas es necesaria la acción de las 
chaperonas, proteínas que interaccionan con polipépti- 
dos parcial o incorrectamente plegados, facilitando rutas 
de plegamiento correctas o aportando microambientes 
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Este embudo es representativo de una proteína más típica, que tiene 
múitiples intermediarios posibles del plegamiento significativamente 
estables en múltiples rutas que conducen a la estructura nativa. (c) Una 
proteína con una estructura nativa estable, sin intermediarios de plega- 
miento con estabilidad significativa y que tiene tan solo una ruta de ple- 
gamiento o un número muy limitado de ellas, se representa como un 
embudo con una depresión estrecha que conduce a la forma nativa. (d) 
Una proteína con intermediarios de plegamiento de elevada estabilidad 
en prácticamente todas las rutas que conducen al estado nativo (es 
decir, una proleína en la que un motivo o dominio particular se pliega 
siempre rápidamente pero en la que otras partes de la misma se pliegan 
más lentamente y al azar) se representa como una embudo con una 
depresión grande que rodea a la depresión que conduce a la forma 
nativa. [Fuente: Información de K.D. Dill et al, Annu. Rev. Biophys. 
37:289, 2008, Fig. 9.] 


en los que pueda tener lugar el plegamiento. Existen 
diversos tipos de chaperonas moleculares en organismos 
que van desde las bacterias hasta los humanos. Las dos 
familias principales y mejor estudiadas de chaperonas 
son la familia de las Hsp70 y las chaperoninas. 

La familia de las Hsp70 presenta generalmente una 
masa molecular cercana a 70.000 y son más abundantes 
en células sometidas a estrés por temperaturas elevadas 
(de aquí, proteínas de choque térmico -por heat shock 
proteins- de M_ 70.000 o Hsp70). Las proteínas Hsp70 
se unen a regiones ricas en residuos hidrofóbicos de 
polipéptidos no plegados. Por tanto estas chaperonas 
“protegen” tanto las proteínas que se han desnaturaliza- 
do por calor como los péptidos que se están sintetizan- 
do (y que aún no están plegados). Las proteínas Hsp70 
también bloquean el plegamiento de determinadas pro- 
teínas que deben permanecer desplegadas hasta que 
hayan sido traslocadas a través de una membrana (des- 
critas en el Capítulo 27). Algunas chaperonas también 
ayudan en el empaquetamiento cuaternario de proteí- 
nas oligoméricas. Las proteínas Hsp70 se unen a poli- 
péptidos y los liberan en un ciclo que usa la energía de 
la hidrólisis del ATP y en el que también intervienen 
otras muchas proteínas (incluidas las de una familia 
llamada Hsp40). En la Figura 4-30 se muestra el plega- 
miento asistido por chaperonas tal como se ha deducido 
para las chaperonas Hsp70 y Hsp40. La unión de un 
polipéptido despiegado a una chaperona Hsp70 puede 
disgregar un agregado proteico o evitar la formación de 
uno nuevo. Después de su liberación, el polipéptido 
unido puede reemprender el plegamiento hacia su 
estructura nativa. Si su plegamiento no se da con la 
suficiente rapidez, el polipéptido puede unirse otra vez 
a la chaperona para repetir el proceso. De manera alter- 
nativa, el polipéptido unido a Hsp70 puede ser transfe- 
rido a una chaperonina. 
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FIGURA 4-30 Las chaperonas en el plegamiento de las proteínas. El 
proceso por el que las chaperonas de la ciase Hsp7O se unen a polipép- 
tidos y los liberan se ilustra en la figura para las chaperona eucarióticas 
Hsp70 y Hsp40. Las chaperonas no promueven activamente el plega- 
miento de la proteína sustrato sino que evitan la agregación de los poli- 
péptidos desplegados. Las proteinas desplegadas o parcialmente plega- 
das se unen en primer lugar a la farma abierta y unida a ATP de Hsp70. 
A continuación, Hsp40 interacciona con este complejo e induce la 
hidrólisis del ATP, lo que da lugar a la forma cerrada del complejo, en ta 
que los dominios de color naranja y amarillo se cierran como dos mandi- 
bulas y atrapan en su interior partes de la proteína desplegada. Para la 
disociación del ADP y el reciclaje de Hsp70 se necesita la intervención 
de otra prateína, el factor de intercambio de nucieótidos (NEF). En una 
población dada de moléculas de polipéptido, una fracción de las molécu- 
las liberadas después la unión transitoria de las proteínas parcialmente 
plegadas a Hsp?0 adoptará la conformación nativa. El resto volverá a 
unirse a Hsp70 o será dirigido al sistema de las chaperoninas (Hsp60. 
véase la Fig. 4-31). En bacterias, tas chaperonas Hsp?0 y Hsp40 se 
denominan, respectivamente, DnaK y DnaJ. Su nombre deriva del hecho 
de que su identificación inicial de produjo al encontrar que eran prote!- 
nas necesarias para la replicación in vitro de ciertas moléculas de DNA 
vírico (de ahí la designación Ona). [Fuentes: Información de F.U. Hart! et 
al, Nature 475:324, 2011, Fig. 2. Complejo Hsp?0-ATP abierto: PDB 1D 
2QXL, Q. Liu y W.A. Hendrickson, Cell 131:106, 2007. Complejo Hsp?0- 
ATP cerrado: derivado de PDB tD 2KHO, E. B. Berteison et al., Proc, Nati. 
Acad. Sci. USA 106:8471, 2009, y PDB ID 1DKZ, X. Zhu et al, Science 
272:1606, 1996.] 


Las chaperoninas son elaborados complejos protei- 
cos necesarios para el plegamiento de algunas proteínas 
celulares que no se pliegan espontáneamente. Se calcu- 
la que en E.coli entre un 10 y un 15% de proteínas 
celulares necesitan el sistema propio de chaperonina, 
denominado GroEL/GroES, para plegarse en condicio- 
nes normales (hasta un 30% de proteínas necesitan esta 
asistencia cuando las células se someten a estrés por 
calor). El sistema análogo de chaperoninas eucariótico 
se llama Hsp60. Las chaperoninas se descubrieron 
cuando se observó que eran necesarias para el creci- 
miento de ciertos virus bacterianos (de aquí la designa- 
ción “Gro”, growth). Estas chaperonas adoptan la 
estructura de una serie de anillos con múltiples subuni- 
dades que forman dos cámaras orientadas de manera 
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que sus dos caras posteriores quedan juntas. Una pro- 
teína desplegada se une en primer lugar a una superficie 
hidrofóbica expuesta cerca del extremo apical de una 
de las cámaras de GroEL. La proteína queda atrapada 
en el interior de la cavidad cuando ésta queda transito- 
riamente cubierta por la “tapa” de GroES (Fig. 4-31). 
GroEL experimenta cambios conformacionales impor- 
tantes acoplados a la hidrólisis lenta de ATP, que tam- 
bién regula la unión y liberación de GroES. Dentro de la 
cavidad una proteína tiende aproximadamente 10 
segundos para plegarse, el tiempo requerido para que 
se hidrolice el ATP unido. El confinamiento de una pro- 
teína dentro de la cavidad evita la agregación proteica y 
restringe el espacio conformacional explorable por el 
polipéptido al plegarse. La proteína se libera cuando se 
disocia la cubierta de GroES, pero puede unirse rápida- 
mente para efectuar otro ciclo si no se ha completado el 
plegamiento. Las dos cavidades de un complejo GroEL 
se alternan en la unión y liberación de sustratos poli- 
peptídicos desplegados. En eucariotas, el sistema Hsp60 
utiliza un proceso similar para plegar proteínas. Sin 
embargo, en lugar de la tapa de GroES, son las extensio-. 
nes de los dominios apicales de las subunidades las que 
se flexionan y cubren la cavidad. El ciclo hidrolítico del 
ATP es también más lento en los complejos Hsp60, lo 
que permite que las proteínas confinadas en su interior 
dispongan de más tiempo para plegarse. 

Finalmente, las rutas de plegamiento de algunas pro- 
teínas necesitan dos enzimas que catalizan reacciones de 
isomerización. La proteína disulfuro isomerasa 
(PDI) es un enzima ampliamente distribuido que catali- 
za el intercambio o la mezcla de enlaces disulfuro hasta 
que se forman los enlaces de la conformación nativa. 
Entre sus funciones, la PDI cataliza la eliminación de los 
intermedios de plegamiento con entrecruzamientos de 
disulfuros incorrectos. La péptido prolil cis-trans iso- 
merasa (PPI) cataliza la interconversión entre los isó- 
meros cis y trans de los enlaces peptídicos de residuos 
Pro (Fig. 4-8), que puede ser una etapa lenta del proceso 
de plegamiento de proteínas que contienen algunos enla- 
ces peptídicos de Pro en la conformación cis. 


Defectos en ei plegamiento de proteinas constituyen la 
base molecular de una amplia gama de enfermedades 
genéticas humanas 


A pesar de que hay muchos procesos que cola- 

boran en el plegamiento de las proteínas, algunas 
proteínas se pliegan erróneamente. De hecho, el plega- 
miento incorrecto de proteínas es un problema impor- 
tante en todas las células, por el que una cuarta parte O 
más de los polipéptidos sintetizados pueden ser destrui- 
dos a causa de su plegamiento incorrecto. En algunos 
casos, el plegamiento incorrecto contribuye al desarro- 
llo de enfermedades graves. 

Muchas enfermedades, entre las que se incluye la 
diabetes del tipo 2 y las enfermedades de Alzheimer, de 
Huntington y de Parkinson, están asociadas a un meca- 
nismo de plegamiento incorrecto: una proteína soluble 
que normalmente se secreta de la célula lo hace en un 
estado plegado incorrecto y se convierte en una fibra 
amiloide insoluble extracelular. Estas enfermedades 
reciben el nombre colectivo de amiloidosis. Las fibras 
están muy ordenadas y sin ramificar, con un diámetro 
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Hidrólisis | -> 7P; 
de ATP 


4 a 
S GroES 9 


intermediario de plegamiento 
liberado por Hsp?0-ADP 


de 7 a 10 nm y un grado elevado de estructura $. Los 
segmentos 4 están orientados perpendicularmente al 
eje de la fibra. En algunas fibras amiloides la estructura 
global forma una hoja 3 de dos capas como la que se 
muestra para el péptido -amiloide en la Figura 4-32. 
Muchas protemas pueden adoptar la estructura 
fibrilar amiloide como alternativa a sus conformaciones 
plegadas normales, y la mayoría de ellas concentran 
residuos aromáticos en una región central de una hoja 4 
o una hélice a. Las proteínas se secretan en una confor- 
mación parcialmente plegada. Antes de que el resto de 
la proteína se pliegue correctamente, el núcleo (o parte 
de él) se pliega en forma de hoja 8 (o alguna parte de él) 
y las hojas 4 de dos o más proteínas parcialmente plega- 
das se asocian para empezar a formar la fibrilla amiloide. 
La fibrilla crece en el medio extracelular. Otras partes de 
la proteína se pliegan entonces de modo diferente y se 
mantienen en el exterior del núcleo de hoja 8 de la fibri- 
la en crecimiento. En la Fig. 4-32c se muestra el efecto 
estabilizante de la estructura de los residuos aromáticos. 
La aparición de los síntomas de las amiloidosis suele ser 
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FIGURA 4-31 Las chaperoninas en el plegamiento de proteínas. 
(a) Ruta propuesta para la actuación de las chaperoninas de £ cof; 
GroEL (un miembro de la familia de proteínas Hsp60) y Gro£S, 
Cada complejo GroEL está formado por dos grandes cámaras o 
cavidades formadas por dos anillos heptaméricos (cada subunidad 
tiene un M de 57.000). GroES, es también un heptámero (subuni- 
dades de M, 10.000) y bloquea una de las cámaras de GroEL des- 
pués de que una proteína desplegada se haya unido en su interior. 
La cámara que contiene la proteína desplegada se denomina cis y la 
cámara opuesta trans. El plegamiento se produce en la cámara cis, 
durante el tiempo que toma la hidrólisis de los 7 ATP unidos a las 
subunidades det anillo heptamérico. A continuación, las moléculas 
de ADP y GroES se disocian y se libera la proteína, Las dos cámaras 
de los sistemas GroEl/Hsp60 se alternan en la unión y plega- 
miento facilitado de proteínas. (b) Imagen de un corte transversal 
del compiejo GroEL/GroES. La estructura secundaria a-helicoidal se 
representa en torma de cilindros dentro de una estructura de super- 
ficie transparente. Se muestra una proteina plegada (gp23) dentro 
del gran espacio interior de la cámara superior; en la cámara inferior 
se muestra una versión no plegada de gp23. (Fuentes: (a) Informa- 
ción de FU. Hart! et al., Nature 475:324, 2011, Fig. 3. (b) Vista de la 
superficie de GroEL/GroES con gp23 desplegada: EMBD-1548, D.K. 
Clare et al., Nature 457:107, 2009; GroEL/GroE5:PDB ID 2CGT, DK, 
Clare et al, 2 Mol. Biol. 358:905, 2006; gp23 plegado: PDB ID 
TYUE, A. Fokine et al., Proc. Natl. Scad. Sci. USA 102:7163, 2005.] 


muy lenta a causa de que la mayor parte de las molécu- 
las de proteína se pliegan con normalidad. Los síntomas 
pueden aparecer a edades más tempranas si una perso- 
na hereda una mutación, como por ejemplo la sustitu- 
ción con un aminoácido aromático en una posición que 
favorece la formación de fibras amiloides. 

En eucariotas, las proteínas destinadas a la secreción 
se pliegan inicialmente en el retículo endoplasmático 
(RE; consulte la ruta en el Capítulo 27). Cuando apare- 
cen situaciones de estrés o cuando la síntesis de proteí- 
nas amenaza con colapsar la capacidad de plegamiento 
de proteínas del RE, pueden acumularse proteínas no 
plegadas. Esta situación activa la respuesta a proteínas 
desplegadas (UPR según sus siglas en inglés). El conjun- 
to de reguladores transcripcionales que constituyen la 
UPR coordinan los diversos sistemas, incrementando las 
concentraciones de chaperonas en el RE o haciendo des- 
cender la tasa de síntesis de proteínas, o las dos cosas a 
la vez. Los agregados amiloides formados antes de la 
intervención de la UPR pueden ser eliminados. Algunos 
de ellos son degradados por autofagia. En este proceso 
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FIGURA 4-32 Formación de fibrillas amiloides patogénicas. (a) Las 
moléculas de proteína en cuya estructura normal hay regiones de 
estructura $ se pliegan parcialmente. Antes de que se complete el ple- 
gamiento, en un pequeño número de moléculas las regiones en hoja 4 
de un polipéptido se asocian con la misma región de otro polipéptido 
formando el núcieo de un amiloide. Moléculas de proteina adicionales se 
asocian lentamente con el amiloide y lo extienden para formar una fibri- 
lla. (b) El péptido 8-amiloide es originalmente un segmento de dos héli- 
ces œ de una proteína mayor La rotura proteolítica de esta proteína 
libera un péptido -amiloide relativamente inestable que pierde su 
estructura en hélice a. Este péptido puede a continuación empezar a 
formar lentamente fibrillas amiloides (c) que contribuyen a generar las 
placas características en el exterior del tejido nervioso de las personas 
con la enfermedad de Alzheimer, Las cadenas laterales aromáticas aquí 
mostradas tienen un importante papel en la estabilización de la estruc- 
tura amiloide. El amiloide es rico en estructura en hoja 8, con las cade- 
nas ĝ dirigidas perpendicularmente al eje de la fibrilla de amiloide El 
péptido 3-amiloide adopta una estructura en forma de hoja 4 paralela y 
extendida de dos capas. Algunos péptidos formadores de amiloide pue- 
den plegarse para formar hélices 4 levógiras. [Fuentes: (a) información 
de D.J. Selkoe, Nature, 426:900, 2003, Fig. 1. (b) ODB ID 1YT, O. 
Creszenci et al, Eur 1 Biochem. 269:5642, 2002 (c) PDB ID 2BEG, T, 
Lührs et al., Proc. Nati. Acad. Sci USA 102:17,342, 2005.] 


son encapsulados en primer lugar por una membrana y a 
continuación el contenido de la vesícula resultante se 
degrada después de su fijación a un lisosoma citosólico. 
De manera alternativa, las proteínas plegadas de forma 
incorrecta pueden ser degradadas por un sistema de 
proteasas llamado sistema ubiquitina-proteasoma (des- 
crito en el Capítulo 27). Defectos en cualquiera de estos 
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sistemas disminuyen la capacidad de tratar el problema 
de las proteínas mal plegadas e incrementan la tendencia 
al desarrollo de enfermedades relacionadas con amiloi- 
des. La UPR es una respuesta compleja, que implica 
muchos factores y señales proteicas, y la inactivación de 
los componentes de la UPR puede tener efectos positivos 
o negativos en el grado de desplegamiento de las proteí- 
nas. Este sistema es una atractiva diana farmacológica en 
relación con las enfermedades de mal plegamiento de 
proteínas (enfermedades amiloides). 

Algunas amiloidosis son sistémicas y afectan a 
muchos tejidos. La amiloidosis sistémica primaria es cau- 
sada por la deposición de fibrillas consistentes en cade- 
nas ligeras de inmunoglobulinas (descritas en el Capítulo 
5) mal plegadas o en fragmentos de cadenas ligeras 
derivadas de roturas proteolíticas. Los síntomas apare- 
cen por término medio a los 65 años. Los pacientes tie- 
nen síntomas que incluyen fatiga, ronquera, hinchazón y 
pérdida de peso, y muchos mueren dentro del primer año 
a partir del diagnóstico. Los órganos más afectados sue- 
len ser el riñón y el corazón. Algunas amiloidosis se aso- 
cian con otras enfermedades. Las personas afectadas dé 
ciertas enfermedades crónicas o de tipo inflamatorio 
tales como artritis reumatoide, tuherculosis, fibrosis cís- 
tica y algunos tipos de cáncer, pueden experimentar una 
incremento agudo en la secreción de un polipéptido ten- 
dente a la agregación amiloide llamado proteína amiloide 
sérica (SAA, por serum amyloid protein). Esta proteína, 
o fragmentos de la misma, se depositan en el tejido con- 
juntivo del bazo, riñón e hígado y alrededor del corazón. 
Las personas que sufren esta enfermedad, conocida 
como amiúloidosis sistémica secundaria, presentan una 
amplia gama de síntomas, en función de los órganos afec- 
tados inicialmente. El resultado suele ser fatal en pocos 
años. Se han asociado más de 80 amiloidosis con muta- 
ciones en la transtirretina, (una proteína que se une a 
hormonas tiroideas, las transporta y las distribuye a tra- 
vés del cuerpo y en el cerebro). Diferentes mutaciones 
de esta proteína dan lugar a deposición amiloide concen- 
trada en diferentes tejidos, generando síntomas diferen- 
tes. También se han asociado amiloidosis con mutaciones 
heredadas en las proteínas lisozima, cadena a del fibrinó- 
geno A y las apolipoproteínas A-I y A-I; todas ellas se 
describirán en capítulos posteriores. 

Algunas enfermedades amiloides se asocian con 
órganos concretos. En estos casos, la proteína tendente 
a la formación de amiloides se secreta únicamente en el 


tejido afectado y su concentración local elevada da lugar 


a la deposición amiloide alrededor de este tejido (aun- 
que una parte de la proteína puede tener una distribu- 
ción sistémica). Un lugar habitual de deposición amiloi- 
de es cerca de las células 8 pancreáticas, responsables 
de la secreción de insulina y de la regulación del meta- 
bolismo de la glucosa (véase la Fig. 23-27). La secreción 
por parte de las células 4 de una pequeño péptido (de 37 
aminoácidos) llamado polipéptido amiloide de islotes 
(LAPP) o amilina, puede producir la formación de depó- 
sitos amiloides alrededor de los islotes, destruyendo 
gradualmente las células. Una adulto sano tiene entre 1 
millón y millón y medio de células pancreáticas 8. Con 
su pérdida progresiva, la homeostasis de glucosa queda 
afectada y finalmente, cuando la pérdida celular llega al 
50% o más, la enfermedad se transforma en una diabetes 
mellitus del tipo 2 (no dependiente de insulina). 
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RECUADRO 4-6 MEDICINA 


Muerte por plegamiento incorrecto: 


las enfermedades priónicas 


raras del cerebro de mamíferos parece ser un plega- 
miento incorrecto de una proteína. Quizá la que mejor 
se conoce de éstas es la encefalopatía espongiforme 
bovina (BSE, también denominada enfermedad de las 
vacas locas). Entre las enfermedades relacionadas se 
cuentan el kuru y la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob 
en humanos, el “scrapie” en ovejas y la enfermedad de 
- consunción crónica de ciervos y alces. Estas enferme- 
- dades también se conocen como encefalopatías espon- 


El agente causal de varias enfermedades degenerativas 
| 


| giformes, denominadas así a causa de la frecuencia con 


que el cerebro enfermo está lleno de agujeros (Fig. 1). 


tro de síntomas neurológicos que incluyen pérdida de 
peso, comportamiento errático, problemas posturales, 


A 
| El deterioro progresivo del cerebro da lugar a un espec- 
f 


| de equilibrio y coordinación y pérdida de función cogni- 


tiva. Estas enfermedades son mortales. 

En los años 1960, se observó la ausencia de ácidos 
, nucleicos en las preparaciones de los agentes causan- 
| tes de la enfermedad. Por aquel tiempo, Tikvah Alper 
| sugirió que el agente era una proteína. Inicialmente, la 
| idea pareció una herejía. Todos los agentes causantes 
: de enfermedades conocidas hasta el momento (virus, 

bacterias, hongos, etc.) contenían ácidos nucleicos y 

su virulencia estaba relacionada con la reproducción 

genética y la propagación. Sin embargo, cuatro déca- 

das de investigaciones, notablemente a cargo de Stan- 
¡ ley Prusiner, han aportado pruebas de que las encefa- 
lopatías espongiformes son diferentes. 

Se ha identificado el agente infeccioso como una 
única proteína (M, 28.000), a la cual Prusiner apodó 
proteína prión (PrP). El nombre deriva de protein- 
| aceous infectious, pero Prusiner creyó que “prión” 


Ll S A 


- FIGURA 1 Sección teñida del córtex cerebral de un paciente con la 


enfermedad de Creutzfeldt-Jakob donde se muestra la degeneración 
espongiforme (vacuolar), la propiedad neurohistológica más caracterís- 
tica. Las vacuolas amarillentas son intracelulares y se dan mayoritaria- 
mente en los procesos pre- y postsinápticos de las neuronas. En esta 
sección las vacuolas tienen de 20 a 100 mm de diámetro. [Fuente: Ralph 
C. Eagle, Jr. /Science Source.) 


sonaba mejor que “proin”. La proteína prión o priónica 
es un constituyente normal del tejido cerebral de 
todos los mamiferos. No se conoce con detalle su fun- 
ción, aunque podría tratarse de una proteína señaliza- 
dora. Los linajes de ratones a los que les falta el gen de 
PrP (y por consiguiente la propia proteína) parecen no 
sufrir los efectos de ninguna enfermedad. La enferme- 
dad aparece sólo cuando la PrP celular normal o PrP* 
se pliega en una conformación alterada denominada 


Las enfermedades de deposición amiloide que pro- 
vocan neurodegeneración, en especial en adultos de 
edad avanzada, son un caso especial de amiloidosis 
localizadas. La enfermedad de Alzheimer está asociada 
con la deposición amiloide extracelular por las neuronas 
del péptido Familoide (Figura 4.32b), derivado de una 
proteína transmembrana mayor (la proteína precursora 
de S-amiloide) presente en la mayor parte de tejidos 
humanos. Cuando forma parte de la proteína de mayor 
tamaño, el péptido está compuesto por dos segmentos 
a-helicoidales que abarcan la membrana y cuando pro- 
teasas específicas cortan los dominios interno y exter- 
no, el péptido fS-amiloide, relativamente inestable, 
abandona la membrana y pierde su estructura a-helicoi- 
dal. Puede adoptar entonces la forma de dos láminas de 
hoja 8 paralela extendida, que puede formar lentamente 
fibrillas amiloides (Fig. 4-32c). Parece ser que estos 
depósitos de fibrillas amiloides son la causa primaria de 
la enfermedad de Alzheimer, pero un segundo tipo de 
agregación de tipo amiloide en la que interviene una 
proteína denominada tau ocurre también en el interior 
de las neuronas de pacientes afectados por la enferme- 
dad. Las mutaciones hereditarias en la proteína tau no 
conducen al desarrollo de la enfermedad de Alzheimer 


pero provocan demencia frontotemporal y parkinsonis- 
mo (una enfermedad con síntomas parecidos a los de la 
enfermedad de Parkinson) que pueden resultar igual de 
devastadores. 

Otras enfermedades neurodegenerativas están rela- 
cionadas con la agregación intracelular de proteínas mal 
plegadas. En la enfermedad de Parkinson, la forma mal 
plegada de la proteína a-sinucleína se agrega formando 
masas filamentosas esféricas denominadas cuerpos de 
Lewy. En la enfermedad de Huntington aparece la pro- 
teína huntingtina, que tiene una larga repetición de 
poliglutamina. En algunos individuos la repetición de 
poliglutamina es más larga de lo normal y ello da lugar a 
una forma más sutil de agregación intracelular. Es inte- 
resante observar que cuando las proteínas mutantes 
humanas implicadas en las enfermedades de Parkinson 
i Huntington se expresan en Drosophila melanogaster, 
las moscas muestran neurodegeneración que se expresa 
en forma de deterioración ocular, temblores y muerte 
temprana. Todos estos síntomas se suprimen en gran 
parte si se incrementa la expresión de la chaperona 
Hsp70. 

El plegamiento erróneo de proteínas no necesita 
generar la formación de amiloides para ser patogénica. 
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PrP* (Se indica “scrapie”). La estructura de PrP* con- 
tiene dos hélices a. La de PrP% es muy diferente, con 
gran parte de la estructura convertida en hojas 4 de 
tipo amiloide (Fig. 2). La interacción de PrP* con PrP* 
convierte a esta última en PrP*, iniciándose un efecto 
dominó, por el que más y más proteína cerebral se 
convierte en la forma causante de la enfermedad. No 
se conoce el mecanismo por el que la presencia de 
PrP* conduce a la encefalopatía espongiforme. 

En las formas hereditarias de las enfermedades 
priónicas, una mutación en el gen que codifica PrP 
origina un cambio en un residuo aminoácido del que 
se cree que hace más probable la conversión de PrP* | 
en PrP“. La comprensión completa de las enfermeda- | | 
des priónicas necesita nueva información acerca de 
cómo la proteína prión afecta la función cerebral. La Hélice C 4] 
información estructural sobre la PrP está empezando 
a desvelar el proceso molecular que permite que las 
proteínas priónicas interaccionen para alterar su con- 
formación (Fig. 2). La importancia de los priones 
puede extenderse más allá de las encefalopatías 
espongiformes. Aumentan las pruebas de que proteí- 
nas priónicas pueden ser responsables de otras enfer- 
medades neurodegenerativas adicionales, como la 
atrofia sistémica múltiple (ASM), parecida en sus 
síntomas a la enfermedad de Parkinson. 


Proteína priónica humana (PrP) 
Hélice A pr E 
Hélice B 


Hélice C 


PrPSc (modelo) 


Hélice C 


FIGURA 2 Estructura del dominio globular de la PrP humana (PDB ID Hélice B 
1QLX) y modelos de la conformación ma! plegada y causante de enferme- 
dad de PrP* y un agregado de PrP*. Las hélices a están etiguetadas para Agregado de PrPS: (modelo) | 
ayudar a seguir el cambio conformacional. La hélice A se incorpora a ta | 
estructura en hoja 8 de la conformación mal plegada. [Fuentes: PrP humana | 
de PDB ID 1QLX, R. Zahn et al, Proc. Nati. Acad. Sci. USA 97:145, 2000. 


Modelos de C. Govaerts et al., Proc. Nati. Acad. Sci. USA 101.8342, 2004] 


Hélice C 


Por ejemplo, la fibrosis cística está causada por defectos 
en una proteína unida a membrana denominada regula- 


M La estructura tridimensional y la función de la 
mayoría de proteínas puede destruirse por desnaturali- 


dor de la conductancia transmembrana de la fibrosis 
cística (CFTR en sus siglas en inglés), que actúa como 
un canal para el paso de los iones cloruro. La mutación 
más común entre las que causan la fibrosis cística es 
una supresión de un residuo Phe en la posición 508 de 
CFTR, que provoca el mal plegamiento de la proteína. 
Como consecuencia de ello la mayor parte de la proteí- 
na se degrada, perdiéndose su función (véase el Recua- 
dro 11-2). Muchas de las mutaciones relacionadas con 
las enfermedades del colágeno provocan también un 
plegamiento defectuoso. Un tipo especialmente desta- 
cable de plegamiento incorrecto de proteínas es el de 
las enfermedades priónicas (Recuadro 4-6). Mi 


RESUMEN 4.4 Desnaturalización y plegamiento de 
proteínas 


E El mantenimiento en estado estacionario de las pro- 
teínas celulares activas requeridas en unas condiciones 
específicas, denominado proteostasis, implica un con- 
junto de rutas y procesos que pliegan, repliegan y 
degradan cadenas polipeptídicas. 


zación, lo que demuestra la relación entre estructura y 
función. Algunas proteínas desnaturalizadas pueden 
renaturalizarse espontáneamente para formar proteínas 
biológicamente activas, lo que demuestra que la estruc- 
tura terciaria de las proteínas está determinada por la 
secuencia de aminoácidos 

E El plegamiento de las proteínas en el interior de la 
célula es, generalmente, jerárquico. En un principio 
pueden formarse regiones de estructura secundaria, 
seguidos por el plegamiento en motivos y dominios. 
Grandes formaciones de intermediarios de plegamiento 
evolucionan rápidamente hacia una única conformación 
nativa. 

Mi” Muchas proteínas reciben la asistencia de chapero- 
nas Hsp70 y de chaperoninas en su plegamiento. Enzi- 
mas específicos catalizan la formación de enlaces disul- 
furo y la isomerización cis-trans de enlaces peptídicos 
con Pro. 

E El plegamiento defectuoso de proteínas es la base 
molecular de una amplia gama de enfermedades huma- 
nas que incluyen las amiloidosis. 
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[2 Términos clave 
Todos los términos en negrita están definidos en el glosario. 


conformación 116 Protein Data 
conformación Bank (PDB) 132 
nativa 116 motivo 137 
efecto hidrofóbico 116 plegamiento 137 
capa de solvatación 116 dominio 137 
grupo peptídico 118 proteínas intrínsecamente 
representación desordenadas 139 
de Ramachandran 119 diagrama 
estructura topológico 141 


secundaria 120 
hélice œ 121 


familia de proteínas 141 
multímero 141 


conformación 4 123 


oligómero 141 


hoja 8 123 protómero 141 
giro 8 123 proteostasis 142 
espectroscopia desnaturalización 143 
de dicroísmo renaturalización 144 
circular (CD) 125 chaperona 146 
estructura Hsp70 146 
terciaria 125 chaperonina 146 
estructura proteína disulfuro 


isomerasa (PDD) 147 
péptido prolil cis-trans 
isomerasa (PPI) 147 


cuaternaria 125 
proteínas fibrosas 125 
proteínas 


globulares 125 amiloide 147 
a-queratina 126 amiloidosis 147 
colágeno 130 autofagia 148 


fibroína de la seda 131 prión 150 
E Problemas 


1. Propiedades del enlace peptídico En los estudios por 
rayos X con péptidos cristainos, Linus Pauling y Robert Co- 
rey encontraron que el enlace C—N del enlace peptídico 
tiene una longitud intermedia (1,32 Å) entre un enlace senci- 
llo C—N típico (1,49 Å) y un doble enlace C=N (1,27 Å). 
También observaron que el enlace peptídico es plano (los 
cuatro átomos unidos al grupo C—N se encuentran localiza- 
dos en el mismo plano) y que los dos carbonos a unidos al 
C—N se encuentran siempre en posición trans (en lados 
opuestos del enlace peptídico): 

(a) ¿Qué es lo que indica la longitud del enlace C—N sobre 
su fortaleza y su orden de enlace, es decir, acerca de si es un 
enlace sencillo, doble o triple? 

(b) ¿Qué nos dicen las observaciones de Pauling y Corey 
acerca de la facilidad de rotación alrededor del enlace peptí- 
dico C—-N? 


2. Relaciones estructurales y funcionales en las pro- 
teínas fibrosas William Astbury descubrió que el patrón de 
difracción de rayos X de ia lana indica la presencia de unidades 
estructurales repetitivas separadas por una distancia de 5,2 Å 
en la dirección de la fibra de lana. Cuando se sometía la lana a 
la acción del vapor y a estiramiento, el patrón de rayos X mos- 
traba una nueva unidad estructural repetitiva cada 7,0 Á. Si 
después de someter la lana a la acción del vapor y estirarla se 
la dejaba encoger de nuevo, el patrón obtenido se correspon- 
día con el original, con una separación de aproximadamente 
524. A pesar de que estas observaciones proporcionaron cla- 
ves importantes acerca de la estructura molecular de la lana, 
Astbury no fue capaz de interpretarlas en aquel momento. 

(a) Interprete las observaciones de Astbury a la luz de 
nuestros conocimientos actuales sobre la estructura de la lana. 


(b) Cuando se lavan suéteres o calcetines de lana en agua 
caliente o se calientan en una secadora, se encogen. Por otro 
lado, y en las mismas condiciones, la seda no encoge. Explí- 
quelo. 


3. Velocidad de síntesis de la a«-queratina del cabello El 
cabello crece a una velocidad de 15 o 20 crv/año. Todo este 
crecimiento se concentra en la base de la fibra de cabello, 
donde los filamentos de a-queratina se sintetizan en el interior 
de las células epidérmicas vivas, para unirse posteriormente y 
formar estructuras en forma de soga (véase la Fig. 4-11). El 
elemento estructural fundamental de la a-queratina es la hé- 
lice œ que tiene 3,6 residuos aminoácidos por vuelta y un des- 
plazamiento de 5,4 À por vuelta (véase la Fig. 4-4a). 
Considerando que la biosíntesis de las cadenas a-helicoidales 
de la queratina es el factor limitante de velocidad en el creci- 
miento del cabello, calcule la velocidad a la que deben for- 
marse los enlaces peptídicos (enlaces peptídicos por segundo), 
para justificar el crecimiento anual observado. 


4. Efecto del pH sobre la conformación de las estructu- 
ras secundarias a-helicoidales El desplegamiento de la 
hélice a de un polipéptido para dar lugar a una conformación 
desordenada viene acompañado por un gran descenso de una 
propiedad que se denomina rotación específica, una medida 
de la capacidad de una disolución para hacer girar el plano de 
la huz polarizada. El poliglutamato, un polipéptido formado 
únicamente por residuos de L-Glu, tiene una conformación 
a-helicoidal a pH 3. Al aumentar el pH a 7 se observa un gran 
descenso en la rotación específica de la disolución. De manera 
similar, la polilisina (residuos de L-Lys) es una hélice a a pH 
10, pero su rotación específica también desciende al cambiar a 
pH 7, tal como se muestra en el gráfico siguiente. 


— Hélice a 


PoliíGtu) — Hélice a 


__ Conformación 
al azar 


Rotación específica 


PoliíLys) 
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O 2 4 6 8 10 12 WM 
pH 
¿Cuál es la explicación del efecto de los cambios de pH sobre 
las conformaciones de poli(Glu) y poli(Lys)? ¿Por qué se pro- 
duce la transición en un margen tan estrecho de pH? 


5. Los enlaces disulfuro determinan las propiedades de 
muchas proteínas Algunas protefnas naturales son muy ri- 
cas en enlaces disulfuro, y sus propiedades mecánicas (resis- 
tencia a la tensión, viscosidad, dureza, etc.) se correlacionan 
con el grado de formación de enlaces disulfuro. 

(a) La glutenina, una proteína del trigo rica en enlaces di- 
sulfuro, es la responsable del carácter cohesivo y elástico de la 
masa elaborada con harina de trigo, De manera similar, la du- 
reza y resistencia de los caparazones de tortuga es debida a la 
exhaustiva presencia de enlaces disulfuro en su «-queratina. 
¿Cuál es la base molecular de la correlación existente entre 
contenido en enlaces disulfuro y propiedades mecánicas de la 
proteína? 


(b) La mayoría de las proteínas globulares se desnaturali- 
zan y pierden su actividad cuando se calientan brevemente a 
65°C. Sin embargo, a menudo se observa que las proteínas 
globulares que contienen muchos enlaces disulfuro deben ser 
calentadas durante más tiempo y a mayor temperatura para 
desnaturalizarlas. Una de estas proteínas es el inhibidor pan- 
creático bovino de la tripsina (BPTI), que tiene 58 residuos 
aminoácidos en una sola cadena y contiene tres enlaces disul- 
furo. Al enfriar una disolución de BPTI desnaturalizado, se 
recupera la actividad de la proteína. ¿Cuál es la base molecular 
de esta propiedad? 


6. Ángulos diedros En la figura se muestra una serie de va- 
lores de los ángulos de torsión o y v que pueden ser adoptados 
por una cadena polipeptídica. ¿Cuál de ellos se corresponde 
más exactamente con el adoptado por una triple hélice ideal 
del colágeno? Consulte la Figura 4-9 como referencia. 


MEE 


7. Secuencia de aminoácidos y estructura proteica La 
cada vez mayor comprensión de cómo se pliegan las proteí- 
nas ha permitido establecer predicciones acerca de la estruc- 
tura proteica basándose en los datos de la secuencia primaria 
de aminoácidos. Considere la siguiente secuencia de aminoá- 
cidos. 
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5 2 3 4 5 6 7 8 9 bD 
lle -Ala -His -Thr -Tyr -Gly -Pro -Phe -Glu -Ala — 


11 B 13 M 15 16 17 18 19 20 
Ala -Met-Cys-Lys -Trp -Glu -Ala -Gin -Pro -Asp- 


21 22 23 «4 25 26 27 28 
Gly-Met -Glu -Cys-Ala -Phe -His -Arg 


(a) ¿Dónde podría haber giros 8? 

(b) ¿En qué posiciones se podrían formar enlaces disul- 
furo intracatenarios? 

(c) Teniendo en cuenta que esta secuencia es parte de 
una proteína globular más grande, indique la posible localiza- 
ción, ya sea en el interior de la proteína o en su superficie ex- 
terna, de los siguientes residuos aminoácidos: Asp, Ile, Thr, 
Ala, Gln, Lys. Explique su razonamiento. (Pista: vea el índice 
de hidropatía en la Tabla 3-1). 


8. La bacteriorrodopsina en las proteínas púrpura de 
membrana En condiciones ambientales apropiadas, la arquea 
halófila denominada Halobacterium halobium sintetiza una 
proteína de membrana (M_ 26.000) conocida como bacteriorro- 
dopsina, que es de color púrpura porque contiene retinal (véase 
la Fig. 10-20), Las moléculas de esta proteína se agregan for- 
mando “manchas púrpura” en la membrana celular. La bacterio- 
rrodopsina actúa como una bomba de protones activada por la 
luz que proporciona energía para las funciones celulares. El aná- 
lisis de esta proteína por rayos X indica que está formada por 
siete segmentos de hélice œ paralelos, cada uno de los cuales 
atraviesa la membrana de la célula bacteriana (de un grosor de 
45 Å). Calcule el número mínimo de residuos aminoácidos nece- 
sario para que un segmento de hélice q atraviese completamente . 
la membrana. Calcule cuál es la fracción de la proteína bacterio- 
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rrodopsina que está implicada en las hélices que abarcan la mem- 
brana (Utilice una masa media por residuo aminoácido de 110). 


9, Terminología de estructura de proteínas. La mioglo- 
bina, ¿es un motivo, un dominio o una estructura tridimensio- 
nal completa? 


10. Interpretación de los diagramas de Ramachan- 
dran Examine las dos proteínas marcadas debajo como (a) y 
(b). ¿Cuál de los dos diagramas de Ramachandran, marcados 
(c) y (d) corresponde con mayor probabilidad a cada pro- 
teína? ¿Por qué? [Fuentes: (a) PDB ID 1GWY, J.M. Mancheno 
et al., Structure 11:1319, 2003. (b) PDB ID 1A6M, J. Vojtecho- 
vsky et al., Biophys. J. 77:2153, 1999.] 


11. Efecto patogénico de la bacteria que provoca la gan- 
grena gaseosa La bacteria anaeróbica Clostridium perfrin- 
gens es muy patogénica siendo responsable de la gangrena 
gaseosa, una enfermedad que destruye la estructura del tejido 
animal. Esta bacteria secreta un enzima que cataliza con eficiencia 
la hidrólisis del enlace peptídico indicado en rojo en la secuencia: 


—X—Gly—Pro—Y— 2, , 
—X—COO” + H3N—Gly —Pro—Y— 


donde X e Y son cualquiera de los 20 aminoácidos estándar. 
¿De qué modo contribuye la secreción de este enzima a la in- 
vasividad de esta bactería en los tejidos humanos? ¿Por qué 
este enzima no afecta a la propia bacteria? 


12. Número de cadenas polipeptídicas en una proteína 
múltiples subunidades. Una muestra (660 mg) de una pro- 
teína oligomérica de M, 132.000 se trató con un exceso de 
1-fluor-2,4-dinitrobenceno (reactivo de Sanger) en condicio- 
nes ligeramente alcalinas hasta que se completó la reacción 
química. A continuación se hidrolizaron completamente los 
enlaces peptídicos de la proteína por ebullición en HCl con- 
centrado. Se encontró que el hidrolizado contenía 5,5 mg del 
compuesto siguiente: 


No se encontraron derivados 2,4-dinitrofenílicos de los 
grupos «-amino de otros aminoácidos. 

(a) Explique de qué modo puede usarse esta información 
para determinar el número de cadenas polipeptídicas en una 
proteína oligomérica. 

Cb) Calcule el número de cadenas polipeptídicas en esta 
proteína. 

(c) ¿Qué otra técnica de análisis se puede utilizar para 
determinar si las cadenas polipeptídicas en esta proteína son 
iguales o diferentes? 


13. Predicción de estructura secundaria ¿En cuál de 
los siguientes péptidos es más probable que se observe un 
plegamiento en hélice a y por qué? 


(a) LKAENDEAARAMSEA 
(b) CRAGGFPWDQPGTSN 
14. Fibras amiloides y enfermedad Se ha obser- 


vado que varias moléculas aromáticas pequeñas, tales 
como el rojo de fenol (usado como modelo farmacológico no 


tóxico), inhiben la formación de amiloides en sistemas modelo 
de laboratorio. Estos compuestos aromáticos pequeños se in- 
vestigan con el objetivo de encontrar un medicamento que 
pueda inhibir eficientemente la formación de amiloides en el 
cerebro de personas con enfermedad de Alzheimer incipiente. 

(a) Sugiera una razón por la que las moléculas con sustitu- 
yentes aromáticos podrían impedir la formación de amiloides 

(b) Algunos investigadores han sugerido que un fármaco 
que se usa en el tratamiento del Alzheimer también podría ser 
efectivo en el tratamiento de la diabetes mellitus del tipo 2 (no 
dependiente de insulina). ¿Cuál podría ser la razón de que un 
mismo fármaco pudiera ser efectivo en el tratamiento de estas 
dos enfermedades distintas? 


I Bioquímica en la red 


15. Modelado de proteínas en Internet. En un intento de 
identificar el agente causante de la enfermedad de Crohn (una 
inflamación del intestino), se practicaron biopsias de mucosa 
intestinal a un grupo de pacientes. Se identificó una proteína 
que se expresaba a niveles más elevados en los pacientes con 
enfermedad de Crohn que en pacientes con enfermedades infla- 
matorias del intestino no relacionadas o en controles no afecta- 
dos. Se purificó la proteína y se obtuvo la siguiente secuencia 
parcial de aminoácidos (léase de izquierda a derecha): 


EAELCPDRCI  HSFQNLGIQC — VKKRDLEQAI 
SQRIQTNNNP  FQVPIEEQRG  DYDLNAVRLC 
FQVTVRDPSG RPLRLPPVLP  HPIFDNRAPN 
TAELKICRYVN  RNSGSCLGGD  —EIFLLCDKVQ 
KEDIEVYFTG  PGWEARGSFS QADVHRQVAI 
VFRTPPYADP. — SLQAPVRVSM  QLRRPSDREL 
SEPMEFQYLP — DTDDRHRIEE KRKRTYETFK 
SIMKKSPFSG  PTDPRPPPRR IAVPSRSSAS 
VPKPAPQPYP 


(a) Puede identificar esta proteína utilizando una base de 
datos como UniProt (www,uniprot.org). En la página princi- 
pal, acceda al enlace que conduce a una búsqueda BLAST. En 
la página de BLAST, introduzca unos 30 residuos de la secuen- 
cia de la proteína en el campo de búsqueda adecuado y envíelo 
para su análisis. ¿Qué información le proporciona este análisis 
acerca de la identidad de la proteína? 

(b) Repita el procedimiento utilizando diferentes partes 
de la secuencia de aminoácidos de la proteína, ¿Obtiene siem- 
pre el mismo resultado? 

(c) Diversas webs proporcionan información sobre la es- 
tructura tridimensional de las proteínas. Encuentre informa- 
ción acerca de las estructuras secundaria, terciaria y 
cuaternaria de la proteína, utilizando bases de datos tales 
como el Protein Data Bank (PDB) o Structural Classifica- 
tion of Proteins (SCOP2; http://scop2.mrc-imb.ca.ac.uk), 

(d) Durante sus búsquedas en la Web trate de encontrar 
información acerca de la función celular de la proteína. 


E Problema de análisis de datos 


16. Proteínas como imágenes especulares Tal como se 
comentó en el Capítulo 3, “Los residuos aminoácidos de las 
proteínas son exclusivamente estercoisómeros L.” No está 
claro si esta selectividad es necesaria para el funcionamiento 
correcto de las proteínas o es un accidente evolutivo. Para es- 
tudiar esta cuestión, Milton y colaboradores (1992) publicaron 


un artículo sobre un enzima hecho enteramente de estereoisó- 
meros de la serie D. Escogieron como enzima la proteasa del 
VIH, un enzima proteolítico producido por el VIH que con- 
vierte las pre-proteínas víricas inactivas en sus formas activas. 

Anteriormente, Wlodawer y colaboradores (1989) habían 
publicado la síntesis química completa de la proteasa del VIH 
a partir de L-aminoácidos (el L-enzima), utilizando la metodo- 
logía descrita en la Figura 3-32. La proteasa normal del VIH 
contiene 2 residuos Cys en las posiciones 67 y 95. Dado que la 
síntesis química de proteínas con Cys es técnicamente difícil, 
Wlodawer y sus colaboradores sustituyeron los dos residuos 
Cys de la proteína por el aminoácido sintético ácido L-a-ami- 
no-n-butírico (Aba). En palabras de los autores, esto se hizo 
para “reducir las dificultades sintéticas relacionadas con la 
desprotección de las Cys y para facilitar la manipulación del 
producto.” 

O O 
Si eS 
H=C—CH,—CH, 
+NHy 
Ácido L-a-amino-n-butírico 


(a) A continuación se muestra la estructura de Aba. ¿Cuál 
es la razón de que esta molécula fuera un buen sustituto de un 
residuo Cys? ¿Bajo qué circunstancias no lo sería? 


Wlodawer y colaboradores desnaturalizaron la proteína sinte- 
tizada disolviéndola en cloruro de guanidinio HCI 6 m, y a con- 
tinuación la dejaron plegar lentamente mediante eliminación 
del cloruro de guanidinio por diálisis frente a un tampón neu- 
tro (glicerol 10%, NaPO, 25 mm, pH 7). 

(b) Hay muchas razones que permiten predecir que una 
proteína sintetizada, desnaturalizada y plegada de este modo 
no será activa. Dé tres de ellas. 

(c) Curiosamente, la L-proteasa resultante era activa. 
¿Qué le dice este resultado acerca del papel de los enlaces di- 
sulfuro en la proteasa nativa del VIH? 

En su nuevo estudio, Milton y colaboradores sintetizaron 
la proteasa del VIH a partir de D-aminoácidos, utilizando el 
mismo protocolo que en el estudios anterior (Wlodawer et al.). 
Formalmente, existen tres posibilidades para el plegamiento 
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de la b-proteasa: podría dar lugar a (1) la misma estructura 
que la L-proteasa; (2) la imagen especular de la L-proteasa; o 
(3) alguna otra cosa, probablemente inactiva. 

(d) Decida y defienda una respuesta para cada una de las 
posibilidades. 

De hecho, la p-proteasa era activa: hidrolizaba un sustrato 
sintético y era inhibida por inhibidores específicos. Para exa- 
minar la estructura de los enzimas D- y L-, Milton y colaborado- 
res ensayaron la actividad de las dos formas con las formas v y 
L de un sustrato peptídico quiral y también ensayaron su inhi- 
bición con las formas D y L de un análogo peptídico quiral que 
actuaba como inhibidor. También se ensayó la inhibición de las 
dos formas a cargo del inhibidor no quiral azul Evans. En la 
tabla se expresan jos resultados de los experimentos. 


(e) ¿Cuál de los tres modelos propuestos es respaldado 
por estos datos? Explique su razonamiento. 

(N El compuesto azul Evans inhibe las dos formas de la 
proteasa ¿Por qué? 

(g) ¿Esperaría que la quimotripsina digiriera la p-pro- 
teasa? Explique su razonamiento. 

(h) ¿Esperaría que la síntesis total a partir de b-aminoáci- 
dos generara enzima activo para cualquier tipo de enzima? 
Explique su razonamiento, 


Referencias 

Milton, R.C., S.C. Milton, and S.B. Kent. 1992. 
Total chemical synthesis of a p-enzyme: the enantio- 
mers of HIV-1 protease show demonstration of recipro- 
cal chiral substrate specificity. Science 256:1445-1448. 
Wlodawer, A., M. Miller, M. Jaskólski, B.K. 
Sathyanarayana, E. Baldwin, I.T. Weber, L.M. Selk, 
L. Clawson, J. Schneider, and S.B. Kent. 1989. Con- 
served folding in retroviral proteases: crystal structure of 
a synthetic HIV-1 protease. Science 245:616-621. 


La Bibliografía complementaria se encuentra disponible en www.macmillanicarning.com/LehningerBiochemistry7e. 


CAPÍTULO 5 


Función de las proteínas 


a A A AA AA 


—_ -.—- <n n 5 


| Hay herramientas, disponibles on-line, para el auto-estudio que le ayudarán a practicar lo que han aprendido y que reforzarán 


| 


— —— tr 


5.1 Unión reversible de una proteína a un ligando: 
proteínas de unión a oxígeno 158 

5.2 Interacciones complementarias entre proteínas y 
ligandos: el sistema inmune y las 
inmunoglobulinas 174 


5.3 Interacciones proteicas moduladas por energía 
química: actina, miosina y motores moleculares 179 


as proteínas funcionan mediante interacción con 
otras moléculas. El conocimiento de la estructura 


ridimensional es un paso importante para poder 


entender cómo funciona una proteína por lo que la bio- 
logía estructural moderna incluye a menudo el conoci- 
miento de las interacciones moleculares. Sin embargo, 
la estructura bidimensional estática que se muestra 
sobre una página tiene poco que ver con la realidad. Las 
proteínas son moléculas dinámicas Estas interacciones 
se ven afectadas por cambios, a veces espectaculares y 
otras sutiles, de la conformación proteica que pueden 
desencadenar importantes efectos fisiológicos. En este 
capítulo y en el próximo estudiaremos cómo interaccio- 
nan las proteínas con otras moléculas y cómo se rela- 
cionan estas interacciones con la estructura dinámica 
de las proteínas. Aquí dividimos estas interacciones en 
dos tipos. En algunas interacciones el resultado es una 
reacción que altera la configuración o composición 
química de la molécula con la que interactúa, un caso 
en el que la proteína actúa como catalizador de una 
reacción, o enzima; los enzimas y sus reacciones se 
discuten en el Capítulo 6. En otras interacciones, no 
cambia ni la configuración ni la composición de la molé- 
cula interactuante; tales interacciones se discuten en 
este capítulo. 

Puede parecer contradictorio que la interacción de 
una proteína con otra molécula pueda ser importante si 
no altera a la molécula asociada. Sin embargo, interac- 
ciones efímeras de este tipo son la base de procesos 
fisiológicos complejos tales como el transporte de oxíge- 
no, la función inmune y la contracción muscular, temas 
que se tratan aquí. Las proteínas que llevan a cabo estos 
procesos ilustran los principios fundamentales de la 
función proteica, algunos de los cuales resultarán fami- 
liares del Capítulo 4: 


los conceptos del capitulo, Vaya a www.macmillanlearning.com/LehningerBiochemistry7e, 


Las funciones de muchas proteínas implican la 
unión reversible de otras moléculas. Una molécula 
unida de manera reversible por una proteína se 
conoce con el nombre de ligando. Un ligando 
puede ser cualquier tipo de molécula, incluidas 
otras proteínas. La naturaleza transitoria de las inte- 
racciones proteína-ligando es crítica para la vida, ya 
que permiten al organismo responder de manera 
rápida y reversible al medio ambiente cambiante y a 
las circunstancias metabólicas. 


Un ligando se une a un lugar de la proteína llamado 
sitio de fijación, que es complementario al ligan- . 
do en tamaño, forma, carga y carácter hidrofóbico o 
hidrofílico. Además, la interacción es específica: la 
proteína puede discriminar entre las miles de molé- 
culas diferentes de su entorno y unir selectivamente 
sólo una o unas pocas. Una proteína determinada 
puede tener diferentes sitios de fijación para dife- 
rentes ligandos. Estas interacciones moleculares 
específicas son cruciales para mantener el alto 
grado de orden de un sistema vivo. (Esta discusión 
excluye la unión de agua, que puede interaccionar 
débilmente y de manera no específica con diferen- 
tes partes de una proteína. En el Capítulo 6 conside- 
raremos el agua como un ligando específico para 
muchos enzimas). 


Las proteínas son flexibles. Los cambios en su con- 
formación pueden ser sutiles, reflejo de vibraciones 
moleculares y pequeños movimientos de los resi- 
duos de aminoácidos a lo largo de la proteína. De 
una proteína que se flexiona de este modo se dice a 
veces que “respira”. Los cambios en la conformación 
pueden ser también muy grandes, con segmentos 
importantes de la estructura de la proteína despla- 
zándose incluso varios nanómetros. Ciertos cambios 
específicos de la conformación acostumbran a ser 
esenciales para la función proteica. 


La unión de una proteína con un ligando está asocia- 
da, a menudo, con un cambio conformacional que 
hace que el sitio de fijación sea más complementario 
al ligando, lo que permite una unión más fuerte. La 
adaptación estructural que se produce entre la pro- 
teína y el ligando se llama encaje inducido. 
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En una proteína con varias subunidades, un cambio 
de conformación en una subunidad afecta a menudo 
a la conformación de las otras subunidades. 


Las interacciones entre ligandos y proteínas pueden 
ser reguladas, habitualmente mediante interacciones 
específicas con uno o más ligandos adicionales. Estos 
otros ligandos pueden provocar cambios conforma- 
cionales que afecten a la unión del primer ligando. 


Los enzimas representan un caso especial en la fun- 
ción proteica. Los enzimas unen y transforman química- 
mente otras moléculas. Las moléculas sobre las que 
actúan los enzimas se llaman sustratos de la reacción, 
en lugar de ligandos, y el sitio de fijación del ligando se 
llama sitio catalítico o sitio activo. Veremos como el 
tratamiento de los temas de este capítulo (unión, espe- 
cificidad y cambios de conformación) continúan en el 
Capítulo 6, con el elemento añadido de que las proteínas 
actuarán en transformaciones químicas. 


5.1 Unión reversible de una proteína a 
un ligando: proteínas de unión a oxígeno 


La mioglobina y la hemoglobina son posiblemente las 
dos proteínas más estudiadas y mejor conocidas. Fue- 
ron las primeras de las que se determinó su estructura 
tridimensional, y con estas dos moléculas se ilustran 
casi todos los aspectos de uno de los procesos bioquími- 
cos más importantes: la unión reversible de un ligando a 
una proteína. Este modelo clásico de la función proteica 
nos dará una gran cantidad de información sobre como 
trabajan las proteínas. 


El oxígeno puede unirse a un grupo prostético hemo 


El oxígeno no es muy soluble en el agua (véase la Tabla 
2-3) y no puede transportarse a los tejidos en cantidad 
suficiente por simple disolución en el suero sanguíneo. La 
difusión del oxígeno a través de los tejidos es también 
insuficiente a lo largo de distancias superiores a unos 
pocos milímetros. La evolución de animales multicelula- 
res grandes dependió de la evolución de proteínas que 


E å- 
\ Ox / 
A le 
f X 
Cha Ha 
CH, CH, 
¿ H | 
” rx La 
cH— C C— 
w e 
ys x 
KC Sfer YH 
Sean” "u=c/ 
CH A | | ` 
Pon > AEN C Dn 
CH, ai `c 
Cn, CH 
N 
(b) CH, 


FIGURA 5-1 El grupo hemo. Él grupo hemo está presente en la mio- 
gtobina, hemoglobina y en muchas otras proteínas llamadas proteinas 
hemo o hemoproteínas. El grupo hemo consiste en un anillo orgánico 
complejo, la protoporfirina 1X, al cual se une un átomo de hierro en su 
estado terroso (Fe””). (a) Las porfirinas, de las que la protoporfirina IX es 
sólo un ejemplo, consisten en cuatro anillos pirrot unidos por puentes 


pudiesen transportar y almacenar oxígeno. Sin embargo, 
ninguna de las cadenas laterales de los aminoácidos pro- 
teicos es adecuada para la unión reversible de moléculas 
de oxígeno. Este papel es desempeñado por ciertos 
metales de transición, entre ellos el hierro y el cobre, que 
tienen una fuerte tendencia a unir oxígeno. Los organis- 
mos multicelulares explotan las propiedades de los meta- 
les, normalmente del hierro, para el transporte de oxíge- 
no. Sin embargo, el hierro libre provoca la formación de 
especies altamente reactivas del oxígeno, tales como los 
radicales hidroxilo, que pueden dañar el DNA u otras 
macromoléculas. Por lo tanto, el hierro utilizado en las 
células está presente en formas que lo secuestran, lo 
hacen menos reactivo o las dos cosas a la vez. En los 
organismos multicelulares, especialmente en aquéllos en 
los que el hierro, en su calidad de transportador de oxí- 
geno, debe ser transportado a lo largo de grandes distan- 
cias, el hierro suele estar incorporado a un grupo prosté- 
tico unido a una proteína, llamado grupo hemo. (Recuer- 
de que en el Capítulo 3 vimos que un grupo prostético es 
un compuesto asociado permanentemente a una proteína 
y que contribuye a su función). 

El grupo hemo tiene una estructura de anillo orgá- 
nico complejo, la protoforpirina, a la que está unido 
un único átomo de hierro en su estado ferroso (Fe**) 
(Fig. 5-1). El átomo de hierro tiene seis enlaces de 
coordinación, cuatro con átomos de nitrógeno que for- 
man parte del sistema plano del anillo de porfirina y 
dos perpendiculares a la porfirina. Los átomos de nitró- 
geno coordinados (que tienen carácter de dadores de 
electrones) ayudan a evitar la conversión del hierro 
hemo al estado férrico (Fe?*). El hierro en estado Fe** 
une oxígeno de manera reversible, mientras que en el 
estado Fe** no une oxígeno. El grupo hemo se encuen- 
tra en muchas proteínas transportadoras de oxígeno, y 
también en algunas proteínas, como los citocromos, que 
participan en reacciones de oxidación-reducción (trans- 
ferencia de electrones) (Capítulo 19). 

Las moléculas de hemo libres (hemo no unido a pro- 
teínas), dejan el Fe” con dos enlaces de coordinación 
“abiertos”. La reacción simultánea de una molécula de O, 
con dos moléculas de hemo libres (o con dos Fe** libres) 


meteno, con sustituciones en una o más de las posiciones marcadas 
como X. (b, c) Se muestran dos representaciones del grupo hemo. El 
átomo de hierro del grupo hemo posee seis enlaces de coordinación: 
cuatro de ellos unidos al anilo plano de la porfirina y en su mismo plano, 
y (d) otros dos perpendiculares a este plano.[ Fuente: (c) Hemo extraido 
de PDB ID 1CCR, H Ochi et al, J. Mol Bio! 166:407 1983.] 
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FIGURA 5-2 Vista lateral del grupo hemo. Esta perspectiva muestra 
los dos enlaces de coordinación del Fe” perpendiculares al sistema del 
anillo porfirina. Uno de estos dos enlaces está ocupado por un residuo 
His, a veces llamada His próxima, His” en la mioglobina, también deno- 
minada His F8 (octavo residuo en la hélice a fF; véase la Fig. 5-3) ; el otro 
es el sitio de fijación del oxigeno. Los cuatro enlaces de coordinación res- 
tantes están unidos al sistema de anillo porfirínico y se encuentran en el 
mismo plano. 


puede dar lugar a la conversión irreversible del Fe” a 
Fe**. En las proteínas que contienen hemo, esta reacción 
se evita secuestrando cada hemo en un lugar suficiente- 
mente profundo dentro de la estructura proteica. Así, el 
acceso a los dos enlaces de coordinación abiertos está 
restringido, En las globinas uno de esos dos enlaces de 
coordinación está ocupado por el nitrógeno de la cadena 
lateral de un residuo His muy conservado conocido como 
His próxima. El otro es el sitio de fijación del oxígeno 
molecular (O.) (Fig. 5-2). Las propiedades electrónicas 
del hierro del grupo hemo cambian cuando se une el oxf- 
geno; esto explica el cambio de color de la sangre desde 
el púrpura oscuro de la sangre venosa sin oxígeno al rojo 
brillante de la sangre arterial rica en oxígeno. Algunas 
moléculas pequeñas, como el monóxido de carbono (CO) 
y el óxido nítrico (NO) pueden coordinarse con el hierro 
del grupo hemo con mayor afinidad que el Oz. Cuando 
una molécula de CO se une al grupo hemo el O, queda 
excluido, siendo ésta la razón por la que el CO es alta- 
mente tóxico para los organismos aeróbicos (como se 
puede ver en el Recuadro 5-1). Las proteínas de unión a 
oxígeno regulan el acceso del CO y otras moléculas 
pequeñas al hierro del gnipo hemo mediante el rodeo y 
secuestro del grupo hemo en su estructura. 


Las globinas son una familia de proteínas 
de unión de oxígeno 


Las globinas constituyen una familia de proteínas muy 
extendida en la que todos sus miembros tienen unas 
estructuras primaria y terciaria similares. Las globinas se 
encuentran habitualmente en eucariotas de todas las cla- 
ses e incluso en algunas bacterias. La mayoría funcionan 
en el transporte o almacenamiento de oxígeno, aunque 
algunas tienen la función de sensores de oxígeno, Óxido 
nítrico o monóxido de carbono. El gusano nematodo sen- 
cillo Caenorhabditis elegans tiene genes que codifican 
33 globinas diferentes. En los humanos y otros mamíferos, 
existen como mínimo cuatro clases de globinas. La mioglo- 
bina monomérica facilita la difusión de oxígeno en el tejido 
muscular. La mioglobina es muy abundante en los múscu- 
los de los mamíferos marinos buceadores tales como las 
focas y las ballenas, en las que también tiene una función 
de almacenamiento de oxígeno para las excursiones 


submarinas prolongadas. La hemoglobina tetramérica es 
responsable del transporte de oxígeno en el torrente cir- 
culatorio. La neuroglobina monomérica se expresa funda- 
mentalmente en las neuronas y ayuda a proteger el cere- 
bro de la hipoxia (suministro restringido de sangre). La 
citoglobina, otra globina monomérica, se encuentra en 
concentraciones elevadas en las paredes de los vasos san- 
guíneos en donde funciona regulando las concentraciones 
de óxido nítrico (se discute en los Capítulos 12 y 23). 


La mioglobina tiene un único sitio de fijación 

para el oxígeno 

La mioglobina (M, 16.700; abreviada Mb) es un polipép- 
tido simple de 153 residuos aminoácidos con una molé- 
cula de hemo. Como es típico de los polipétidos de las 
globinas la mioglobina está formada por ocho segmentos 
de hélice œ conectados por giros (Fig. 5-3). Alrededor 
de un 78% de los residuos aminoácidos presentes en la 
proteína se encuentran en estas hélices a. 

Cualquier discusión detallada sobre la función de 
una proteína implica inevitablemente su estructura. La 
introducción de algunas convenciones estructurales 
propias de las globinas facilitará nuestro tratamiento de 
la mioglobina. Tal como se ve en la Figura 5-3, los seg- 
mentos helicoidales se nombran de la A a la H. Un resi- 
duo aminoácido individual puede designarse por su 
posición en la secuencia de aminoácidos o por su locali- 
zación dentro de la secuencia de un segmento concreto 
de hélice œ. Por ejemplo, el residuo His coordinado al 
grupo hemo en la mioglobina, His” (el aminoácido n° 93 
desde el extremo amino-terminal de la secuencia poli- 
peptídica de la mioglobina) se llama también HisF8 (el 
octavo residuo de la hélice a F}. Los giros en la estruc- 
tura se denominan AB, CD, EF, FG, etc., que indican los 
segmentos de hélice œ que conectan. 


Extremo 
carboxilo 


FIGURA 5-3 Mioglobina. Los ocho segmentos de hélice « (mostrados 
aquí como cilindros) están marcados de la A a la H. Los residuos de 
conexión, en los giros, que no forman parte de las hélices, se nombran 
AB, CD, EF, etc., indicando los segmentos que interconectan. Algunos 
giros, tales como BC y DE, son abruptos, y no contienen residuos; nor- 
malmente no hay un nombre específico para ellos. El grupo hemo está 
unido en una bolsa formada principalmente por las hélices E y F, aunque 
también participan algunos aminoácidos de otros segmentos. [Fuente: 
PDB 1D 1MBO, S. E. Phillips, / Mol. Biol. 142:531, 1980.) 
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Las interacciones proteína-ligando se pueden describir 
cuantitativamente 


La función de la mioglobina depende no sólo de la capa- 
cidad de la proteína de unir oxígeno, sino también de ser 
capaz de liberarlo cuando y donde sea necesario. La 
función bioquímica depende a menudo de una interac- 
ción reversible proteína-ligando de este tipo. Una des- 
cripción cuantitativa de esta interacción es, por tanto, un 
aspecto clave en muchas investigaciones bioquímicas. 
En general, la unión reversible de una proteína (P) a un 
ligando (L) puede describirse por una simple ecuación 
de equilibrio: 


P +L => PL (5-1) 


La reacción se caracteriza por una constante de equili- 
brio K,, de manera que 


_ [PL] _Ka 
>  [PJIL] ka 


donde k, y k¿ son constantes de velocidad (insistiremos 
en ellos más adelante). El término K, es una constante 
de asociación (no hay que confundirla con la K, que 
representa la constante de disociación de una ácido; p. 
62) que describe el equilibrio existente entre el comple- 
jo y sus componentes libres no unidos. La constante de 
asociación proporciona una medida de la afinidad del 
ligando L por la proteína. La K, tiene unidades de mM”; un 
valor más alto de K, corresponde a una mayor afinidad 
del ligando para la proteína. 

El término del equilibrio K, es también equivalente a 
la relación entre las velocidades de reacción hacia la 
derecha (asociación) y hacia la izquierda (disociación) 
relacionadas con la formación del complejo PL. La veloci- 
dad de asociación se describe con la constante de veloci- 
dad k, y la de disociación con la constante de velocidad 
ka. Como se discutirá en el capítulo siguiente, las cons- 
tantes de velocidad son constantes de proporcionalidad 
que describen la fracción del total de reactivo que reac- 
ciona en una fracción de tiempo determinada. Cuando en 
la reacción interviene una sola molécula, como en la 
disociación PL — P + L, la reacción es de primer orden 
y las unidades de la constante de velocidad (ka) se expre- 
san como inversos del tiempo (s”*). Cuando en la reac- 
ción intervienen dos moléculas, como en la reacción de 
asociación P + L — PL, se llama de segundo orden y las 


unidades de su constante de velocidad (ka) son Ms ?. 


(5-2) 


33 Convención dave: Las constantes de equilibrio se repre- 
sentan mediante una K mayúscula y las constantes de 
velocidad mediante una k minúscula. «< 


La redistribución de la primera parte de la ecuación 
5-2 muestra que la relación entre proteína unida y pro- 
teína libre es directamente proporcional a la concentra- 
ción de ligando libre: 

[PL] 
[P] 
Cuando la concentración de ligando es mucho mayor 
que la concentración de sitios de fijación de ligando, la 


unión de ligando por parte de la proteína no afecta de 
manera significativa a la concentración de ligando libre 


Ka[L] = (5-3) 


(no unido), con lo que [L] permanece constante. Esta 
situación es aplicable en general a la mayoría de ligan- 
dos que se unen a las proteínas en las células y simplifi- 
ca nuestra descripción del equilibrio de unión. 

Podemos ahora considerar la constante de equilibrio 
en función de la fracción, Y de sitios de fijación de ligan- 
do de la proteína que están ocupados por el ligando: 


_ sitios de fijación ocupados [PL] 


sitios de fijación totales [PL] + [P] Č” 


Sustituyendo K,[L][P] por [PL] (véase la ecuación 5-3) y 
reordenando los términos tenemos: 


Ka[L] [P] Kai] _ [Li 


El valor de K, se puede determinar a partir de una 
representación de Y frente a la concentración de ligan- 
do libre, [L] (Fig. 5-4a). Cualquier ecuación de la 
forma x = y/(y+2) describe una hipérbole, por lo que Y 
resulta ser una función hiperbólica de [L]. La fracción 
de sitios de fijación de ligando ocupados tiende a la 
saturación de manera asintótica a medida que aumenta 
íL]. La [L] a la que la mitad de los sitios de fijación de 
ligando disponibles están ocupados (es decir, Y = 0,5) 
corresponde a 1/ Ka. 

Sin embargo, a veces es más frecuente (e intuitiva- 
mente más sencillo) considerar la constante de 
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FIGURA 5-4 Representaciones gráficas de la unión de ligando. Se 
representa la proporción de centros de unión a ligando ocupados, Y 
frente a la concentración de ligando libre. Ambas curvas son hipérbolas 
rectangulares. (a) Curva hipotética de unión a un ligando L. La [L] nece- 
saria para ocupar la mitad de los centros de unión a ligando dispanibles 
es equivalente a 1/K, o Ka. La curva tiene una asintota horizontal en Y= 1 
y una asíntota vertical (no mostrada) en [L] = -1/ K,. (b) Curva represen- 
tativa de la unión de oxígeno a la mioglobina. La presión parcial de O, en 
el aire sobre la solución está expresada en kilopascales (kPa). El oxígeno 
se une fuertemente a la mioglobina con una Pss de sólo 0,26 kPa. 
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TABLA 5-1 
| Proteína 
| Avidina (clara de huevo) 
Receptor de insulina (humano) 


Inmunoglobulina Anti-VIH (humana)? 


Proteína de unión a níquel (E. coli) 
Calmodulina (rata) * 


— 


Constantes de disociación para algunas proteinas 


Biotina o 1x 3015 | 

Insulina 1x 10 | 

gp41 (Proteína de superficie 4x 10 | 

del VIH-1) 

Ni?" 1x 107 

Ca”* 3x10” 
A 


Interacciones receptor-ligando típicas 
A e O E 


Proteína-DNA específica de secuencia 
Biotina-avidina 
Anticuerpo-antígeno Enzima-sustrato 
[AAA A 
0" $ 4 +" $9 1%. »* wr? 
alta afinidad Ka (Mm) baja afinidad 


Las barras coloreadas indican el intervalo de valores de las constantes de disociación típicas de diversas clases de interacciones en sistemas 
biológicos. Unas pocas interacciones, tales como la de la proteína avidina y el cofactor enzimático biotina caen fuera de los márgenes 
normales. La interacción avidina-biotina es tan fuerte que puede considerarse irreversible. Las interacciones proteína-DNA dirigidas por la 
secuencia se refieren a proteínas que se unen a una secuencia particular de nucleótidos en el DNA, en contraste con la unión genera! a 


cualquier sitio del DNA. 


“A reported dissociation constant is valid only for the particular solution conditions under which it was measured. K, values for a protein-igand 
interaction can be altered, sometimes by several orders of magnitude, by changes in the solution's salt concentration, pH, or other variables. 


*This immunoglobulin was isolated as part of an effort to develop a vaccine against HIV. immunoglobulins (described later in the chapter) are 
highly variable, and the K¿ reported here should not be considered characteristic of all immunoglobulins. 


Calmodulin has four binding sites for calcium. The values shown reflect the highest- and lowest-effinity binding sites observed in one set of 
measurements. 


disociación, K4, que es el recíproco de K, (Ka = 1/Ka) y 
que se expresa en unidades de concentración molar 
(M). Ka es la constante de equilibrio para la liberación 
del ligando. Las ecuaciones cambian a: 


g, — PIIL] _ ka 
t [PL] k (56) 
_ [PJ[L] 
[PL] = e a (5-7) 
y- IH (5-8) 
[L] + Ka 


Cuando [L] es igual a K4 la mitad de los sitios de fijación 
de ligando están ocupados. Cuando [L] desciende por 
debajo de K4, cada vez hay menos proteína con ligando 
unido. Para que un 90% de los sitios de fijación de ligan- 
do disponibles estén ocupados, [L] debe ser nueve veces 
mayor que Ky- 

En la práctica, Ką se utiliza mucho más a menudo que 
K, para expresar la afinidad de una proteína por su ligan- 
do. Observe que un valor más bajo de Ką corresponde a 
una mayor afinidad del ligando por la proteína. Las opera- 
ciones matemáticas pueden reducirse a frases simples: Ka 
equivale a la concentración molar de ligando a la cual la 
mitad de los sitios de fijación de ligando disponibles están 
ocupados. En este punto, se dice que la proteína ha alcan- 
zado semi-saturación con respecto a la unión de ligando. 
Cuanto más fuerte es la unión de una proteína a su 


Y 


ligando, menor será la concentración de ligando requerida 
para que estén ocupados la mitad de los sitios de fijación, 
y por tanto menor será el valor de Ka. En la tabla 5-1 se 
proporcionan algunas constantes de disociación significa- 
tivas; la escala muestra el intervalo de valores típico de las 
constantes de disociación observadas en sistemas 
biológicos. 


Constantes de disociación 
receptor-ligando 
Dos proteínas A y B, se unen al mismo ligando L, 


y presentan las curvas de unión que se muestran a 
continuación. 


EJEMPLO PRÁCTICO 5-1 


1,0 


0,5 


a 


[L] (um) 
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¿Cuál es la constante de disociación, Ka, de cada proteí- 
na? ¿Qué proteína (A o B) tiene mayor afinidad por el 
ligando L? 


Solución: Podemos determinar las constantes de diso- 
ciación examinando la gráfica. Puesto que Y representa 
la fracción de sitios de fijación ocupados por el ligando, 
la concentración de ligando a la que están ocupados la 
mitad de los sitios, es decir, el punto en el que la curva 
de fijación cruza la línea donde Y = 0,5, es la constante 
de disociación. Para A, K¿= 2 uM; para B, K¿ = 2 uM. 
Dado que A está semi-saturada a valores más bajos de 
[L], tiene mayor afinidad por el ligando. 


La unión de oxígeno a la mioglobina sigue los patro- 
nes descritos anteriormente. Sin embargo, al ser el oxí- 
geno un gas, debemos hacer algunos ajustes mínimos en 
las ecuaciones para poder proceder con más facilidad a 
los experimentos de laboratorio necesarios. En primer 
lugar sustituimos la concentración de oxígeno disuelto 
por [L] en la ecuación 5-8 para tener 


= [O] 
V= TO + Ka 


Como para cualquier ligando, K¿ es igual a la [O3] a la 
que están ocupados la mitad de los sitios de fijación de 
ligando disponibles, o [Oz]ps. La ecuación 5-9 pasa a ser 
[Oz] 

*= 102] + hs sfo 
En los experimentos en los que el oxígeno es el ligando, 
el parámetro que varía es la presión parcial de oxígeno 
(pO») en la fase gaseosa que se encuentra sobre la diso- 
lución debido a que es más fácil de medir que la concen- 
tración de oxígeno disuelto. La concentración de una 
sustancia volátil en disolución es siempre proporcional 
a la presión parcial local del gas. Si definimos la presión 
parcial de oxígeno a [Oz]p ¿ como Pso la sustitución en la 
ecuación 5-10 da 


(5-9) 


yp=—_P% 
pOz + Pso 


En la Figura 5-4b se muestra una curva de unión para la 
mioglobina que relaciona 4 con pO; . 


(5-11) 


La estructura proteica afecta al modo de unión del ligando 


La unión de un ligando a una proteína no acostumbra a 
ser tan simple como podrían hacer pensar las ecuacio- 
nes vistas anteriormente. La interacción se ve afectada 
en gran medida por la estructura proteica y suele ir 
acompañada de cambios conformacionales. Por ejem- 
plo, la especificidad con la que el grupo hemo se une a 
sus diversos ligandos se ve alterada cuando el hemo es 
un componente de la mioglobina. El monóxido de carbo- 
no se une a las moléculas de hemo libre unas 20.000 
veces mejor que el O, a las moléculas libres de grupo 
hemo (es decir, la K¿ o Pay para la unión del CO es más 
de 20.000 veces menor que la del O+) pero sólo se une 
unas 40 veces mejor que el Oz cuando el grupo hemo 
está unido a la mioglobina. En el caso del hemo libre, la 
más fuerte unión del CO refleja diferencias en la forma 
en que las estructuras orbitales del CO y el 0, 
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FIGURA 5-5 Efectos estéricos causados por la unión de ligando al 
grupo hemo de la mioglobina, (a) El oxígeno se une al grupo hermo con 
el eje del O, en ángulo, una conformación del entace facilitada por la 
mioglobina, (b) El monóxido de carbono se une al hemo libre con el eje 
del CO perpendicular a! plano del anillo de porfirina. (c) Otra perspectiva 
del hemo de la mioglobina muestra la disposición de los residuos ami- 
noácidos clave alrededor dei hemo. El O, unido forma un enlace de 
hidrógeno con la His distal, la His E7 (His*%), facilitando más aún la 
unión del O,. [Fuente: (c) Derivado de PDB ID 1MBO, 5. E. Phillips, / 
Moli. Biol. 142: 531, 1980.] 


interaccionan con el Fe**. Estas mismas estructuras 
orbitales conducen a geometrías diferentes cuando se 
unen al hemo (Fig. 5-5a, b). La variación en la afinidad 
relativa del CO y el O hacia el hemo cuando éste está 
unido a una globina se debe a la estructura de la globina. 

Cuando el hemo está unido a la mioglobina su afini- 
dad hacia el Oz aumenta de modo selectivo por la pre- 
sencia de la His distal (His%, o His E7 de la mioglobi- 
na). El complejo Fe-O, es mucho más polar que el 
complejo Fe-CO. Hay una carga negativa parcial distri- 
buida a través de los átomos de oxígeno del O, ligado 
debido a la oxidación parcial del átomo de Fe que inte- 
ractúa. Un puente de hidrógeno entre el imidazol de la 
cadena lateral de la His E7 y el oxígeno ligado estabiliza 
electrostáticamente este complejo polar (Fig. 5-5c). La 
afinidad de la mioglobina hacia el O, aumenta así de 
forma selectiva en un factor de aproximadamente 500; 
este efecto no existe en la unión Fe-CO en la mioglobi- 
na. En consecuencia, la afinidad de unión umas 20.000 
veces más fuerte del hemo libre hacia el CO en compa- 
ración con el O, disminuye hasta aproximadamente 40 
veces cuando el hemos está incrustado en la mioglobina. 
Este efecto electrostático favorable sobre la unión del 
Oy, es aún más espectacular en las hemoglobinas de 
algunos invertebrados, en las que dos grupos presentes 
en la bolsa de unión pueden formar enlaces de 
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hidrógeno fuertes con el Ox lo que hace que el grupo 
hemo fije el Oz con mayor afinidad que el CO. Este 
incremento selectivo de la afinidad del O, hacia las glo- 
binas es fisiológicamente importante y contribuye a 
disminuir el envenenamiento por CO generado a partir 
del catabolismo del hemo (véase el Capítulo 22) o a 
partir de otras fuentes. 

La unión del O, al hemo en la mioglobina también 
depende de movimientos moleculares, o “respiración”, 
en la estructura proteica. La molécula de hemo está 
profundamente sepultada en el polipéptido plegado, sin 
que haya un camino directo para el oxígeno desde la 
disolución hasta el sitio de fijación de ligando. Si la pro- 
teína fuese rígida, el O, no podría entrar o salir de la 
bolsa de hemo a una velocidad significativa. Sin embar- 
go, la rápida flexión molecular de las cadenas laterales 
de los aminoácidos provoca la formación de cavidades 
transitorias en la estructura de la proteína, de manera 
que el O, puede abrirse paso moviéndose a través de 
esas cavidades. Las simulaciones por ordenador de las 
rápidas fluctuaciones estructurales de la mioglobina 
sugieren que hay muchos caminos para el oxígeno. La 
His distal actúa como una puerta que controla el acceso 
a una bolsa principal cerca del hierro del hemo. La rota- 
ción de ese residuo de His para abrir y cerrar la bolsa 
tiene lugar en una escal de tiempo del orden de nanose- 
gundos (10? s). Incluso cambios conformacionales 
sutiles pueden ser claves para la actividad proteica. 

La His distal funciona de una forma algo diferente 
en otras globinas. En la neuroglobina, citoglobina y algu- 
nas globinas presentes en plantas e invertebrados, la His 
distal está coordinada directamente con el hierro del 
hemo en el lugar en donde se han de fijar los ligandos. 
En estas globinas, el O, u otros ligandos, han de despla- 
zar la His distal durante el proceso de unión formándose 
una vez más un enlace de hidrógeno entre la His distal 
y el O, después de que se hay producido la unión. 


El oxígeno es transportado en la sangre por la hemoglobina 


Prácticamente todo el oxígeno transportado por la san- 
gre de los animales se une y transporta por la hemoglo- 
bina de los eritrocitos (glóbulos rojos sanguíneos). Los 
eritrocitos humanos normales son discos bicóncavos 
pequeños (de 6 a 9 ¿am de diámetro). Se forman a partir 
de células madre precursoras llamadas hemocitoblas- 
tos. En ei proceso de maduración, las células madre 
generan células hija que producen grandes cantidades 
de hemoglobina y, a continuación, pierden sus Órganos 
intracelulares (núcleo, mitocondria y retículo endoplas- 
mático). Los eritrocitos son por lo tanto células vestigia- 
les incompletas, incapaces de reproducirse y, en los 
humanos, destinadas a sobrevivir durante tan solo unos 
120 días. Su principal función es transportar hemoglubi- 
na la cual está disuelta en su citosol a una concentración 
muy alta (aproximadamente un 34% de su peso). 

En la sangre arterial que pasa de los pulmones a los 
tejidos periféricos, a través del corazón, la hemoglobina 
está saturada en un 96% con oxígeno. En la sangre veno- 
sa que vuelve al corazón la hemoglobina está saturada 
sólo en un 64%. Por lo tanto, cada 100 mL de sangre que 
pasa a través de los tejidos libera aproximadamente un 
tercio del oxígeno que transporta, o 6,5 mL de O, gaseo- 
so a presión atmosférica y temperatura corporal. 


La mioglobina, con su curva hiperbólica de unión al 
oxígeno (Fig. 5-4b), es relativamente insensible a peque- 
ños cambios en la concentración del oxígeno disuelto y 
por lo tanto funciona bien como una proteína de almace- 
namiento de oxígeno. La hemoglobina, con sus múltiples 
subunidades y sitios de fijación de O», está mejor prepa- 
rada para el transporte de oxígeno. Tal como veremos, 
las interacciones entre las subunidades de una proteína 
multimérica pueden permitir una respuesta altamente 
sensible a pequeños cambios en la concentración de 
ligando. Las interacciones entre las subunidades de la 
hemoglobina provocan cambios conformacionales que 
alteran la afinidad de la proteína por el oxígeno. La 
modulación de la unión del oxígeno permite a la proteína 
transportadora de O» responder a los cambios en la 
demanda de oxígeno por parte de los tejidos. 


Las subunidades de la hemoglobina son estructuralmente 
similares a la mioglobina 


La hemoglobina (M, 64.500; abreviada como Hb) es más 
o menos esférica, con un diámetro de 5,5 nm. Es una 
proteína tetramérica que contiene cuatro grupos prosté- 
ticos hemo, cada uno asociado a una de las cadenas poli- 
peptídicas. La hemoglobina de un adulto contiene dos 
tipos de globina, dos cadenas a: (de 141 residuos cada 
una) y dos cadenas 3 (de 146 residuos cada una). A pesar 
de que menos de la mitad de los residuos de aminoácidos 
de las secuencias polipeptídicas de las subunidades a y $ 
son idénticos, las estructuras tridimensionales de los dos 
tipos de subunidades son muy similares. Más aún, sus 
estructuras son muy similares a la de la mioglobina 
(Fig. 5-6), a pesar de que las secuencias de aminoácidos 
de los tres polipéptidos son idénticas en sólo 27 posicio- 
nes (Fig. 5-7). Los tres polipéptidos son miembros de la 
familia proteica de las globinas. La convención para nom- 
brar las hélices descrita en el caso de la mioglobina es 
también aplicable a los polipéptidos de la hemoglobina, 
excepto que la subunidad a carece de la corta hélice D. 
La bolsa de unión del hemo está formado principalmente 
por las hélices E y F de cada una de las subunidades. 

La estructura cuaternaria de la hemoglobina mues- 
tra fuertes interacciones entre subunidades diferentes. 
En la interfase a:18, (y su equivalente œ») intervienen 
más de 30 residuos y es suficientemente fuerte como 


Grupo 


Mioglobina Subunidad 3 de la 
FIGURA 5-6 Comparación de las estructuras de la mioglobina [Fuentes: 
(izquierda) PDB ID IMBO), 5. E. Phillips. J. Mol. Biol 142:531, 1980. (dere- 
cha) de de PDB ID 1HGA. R. Liddington et al. / Mol. Bio! 228:551, 1992] 
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FIGURA 5-7 Secuencias de aminoácidos de la mioglobina de cacha- 
lote y de las cadenas œ y 8 de la hemoglobina humana. Las líneas dis- 
continuas señalan los límites de las hélices. Para alinear las secuencias 
de una manera óptima se han incluida algunos huecos cortos en las dos 
secuencias de Ho en los lugares en donde hay un exceso de aminoáci- 
dos en las otras secuencias comparadas. Con la excepción de la hélice D, 
ausente en la cadena e de la Hb (Hba), este alineamiento permite la 
designación por letras de las hélices que ayuda a destacar la posición 
común de los aminoácidos idénticos en las tres estructuras (sombrea- 
dos) Los residuos destacados en rosa están conservados en todas las 
globinas conocidas. Hay que tener en cuenta que una misma designa- 
ción de letra y número para aminoácidos no corresponde necesaria- 
mente con una posición común en la secuencia lineal de aminoácidos de 
las cadenas polipeptidicas. Por ejemplo, el residuo His distal es His E7 en 
las tres estructuras pero corresponde a la His*%_ His™® e His* en las 
secuencias lineales de la Mb, Hba y Hbg, respectivamente. Los residuos 
amino y carboxilo-terminales que no pertenecen a hélices, situados más 
allá del primer (A) y último (H) de los segmentos en hélice a, se desig- 
nan como NA y HC, respectivamente. 


FIGURA 5-8 interacciones dominantes entre las subunidades de 
hemoglobina. En esta representación, las subunidades a están en tono 
claro y las subunidades 4H en oscuro. Las interacciones más fuertes (desta- 


- cadas) se producen entre subunidades no iguales. Cuando se une el oxi- 


geno, el contacto œp cambia ligeramente; sin embargo, se produce un 
cambio sustancial en el contacto m9), donde se rompen varios pares ióni- 
cos. [Fuente: PDB 1D 1HGA, R. Liddington et al, ¿ Mol. Biol 228:551, 1997] 


para que, aunque un tratamiento suave con urea provo- 
ca una disociación del tetrámero en dímeros af, estos 
permanezcan intactos. La interfase aœ% (y la afi) 
implica unos 19 residuos (Fig. 5-8). El efecto hidrofó- 
bico juega un papel importante en la estabilización de 
estas interfases, pero también hay muchos enlaces de 
hidrógeno y unos pocos pares iónicos (puentes salinos) 
cuya importancia se discute más adelante. 


La hemoglobina experimenta un cambio estructural 
al unirse al oxígeno 


El análisis por rayos X ha revelado dos conformaciones 
principales de la hemoglobina: el estado R y el estado 
T. A pesar de que el oxígeno se une a la hemoglobina en 
cualquiera de estos dos estados tiene una afinidad con- 
siderahlemente mayor por la hemoglobina en estado R. 
La unión del oxígeno estabiliza el estado R. Cuando el 
oxígeno está ausente experimentalmente, el estado T es 
más estable y es entonces la conformación predominan- 
te de la desoxihemoglobina. Los estados T y R fueron 
denominados originalmente como “tenso” y “relajado”, 
debido a que el estado T está estabilizado por un mayor 
número de pares iónicos, muchos de los cuales se 
encuentran en la interfase 0,8, (y a la 098,) (Fig. 5-9). 
La unión del O, a una subunidad de hemoglobina en el 
estado T promueve un cambio conformacional hacia el 
estado R. Cuando toda la proteína sufre esta transición, 
las estructuras de las subunidades individuales cambian 
poco, pero los pares de subunidades af se deslizan uno 
sobre otro y rotan, estrechando la bolsa entre las subu- 
nidades $ (Fig. 5-10). En este proceso, algunos de los 
pares iónicos que estabilizan el estado T se rompen y se 
forman otros nuevos. 

Max Perutz propuso que la transición T — R está 
provocada por cambios en las posiciones de cadenas 
laterales de aminoácidos clave que rodean al hemo. En 
el estado T, la porfirina está ligeramente curvada, provo- 
cando que el hierro del hemo sobresalga ligeramente 
hacia la His próxima (His F8). La unión del O, provoca 
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FIGURA 5-9 Algunos pares iónicos que estabilizan el estado T de la 
desoxihemoglobina (a) Visión en detalle de una porción de una molé- 
cula de desoxihemoglobina en estado T. Las interacciones entre los 
pares iónicos His HC3 y Asp FG! de la subunidad $ (en azul) y entre la 
Lys C5 de la subunidad a (en gris) y el grupo a-carboxilo de la His FC3 
de la subunidad ĝ se muestran con líneas discontinuas. (Recuérdese que 
el HC3 es el residuo carboxilo-terminal de la subunidad 8.) (b) Las inte- 
racciones entre estos pares iónicos y otros no mostrados en (a) se 
esquematizan en esta representación de las cadenas de polipéptido 
extendidas de la hemoglobina. [Fuente: (a) PDB ¡D 1HGA, R. Liddington 
et al., } Mol. Biol, 228:551, 1992 ] 


His HC3 
Estado T 


FIGURA 5-10 Transición T — R. En estas representaciones de la desoxi- 
hemoglobina, igual que en la Figura 5-9, las subunidades f se muestran en 
azul y las subunidades a en gris Las cadenas laterales cargadas positiva- 
mente y los extremos de la cadena que forman pares iónicos se muestran en 
azul y sus correspondientes parejas cargadas negativamente se muestran en 
rojo. La Lys C5 de cada subunidad a y el Asp FG1 de cada subunidad 4 son 
visibles aunque no están marcados (compárese con la Fig. 5-9a). Observe 
que la molécula tiene una orientación ligeramente diferente de la mostrada 
en la Figura 5-9. La transición del estado T al R desplaza de manera sustan- 
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FIGURA 5-11 Cambios de conformación en el entorno del hemo por la 
unión del O, a la desoxihemoglobina. El cambio de posición de la hélice 
F cuando el hemo une O, es uno de los ajustes que se cree que desen- 
cadena la transición T — R. [Fuentes: estado T de PDB ID 1HGA, R. Lid- 
dington et al., / Mol. Biol. 228:551, 1992. Estado R de PDB ID 1BBB, M. 
M. Silva et al, 1 Biol. Chem. 267:17.248, 1992. El estado R está modifi- 
cado para representar O, en lugar de CO.] 


que el hemo adquiera una conformación más plana, 
cambiando la posición de la His próxima y de la hélice F 
unida (Fig. 5-11). Estos cambios conducen a ajustes en 
los pares iónicos de la interfase aĝ. 


La hemoglobina une oxígeno de manera cooperativa 


La hemoglobina debe unir oxígeno eficientemente en los 
pulmones, donde la pO, es aproximadamente de 13,3 
kPa, y liberar oxígeno en los tejidos, donde la pO, es de 
unos 4 kPa. La mioglobina, como cualquier proteína que 
une oxígeno siguiendo una curva hiperbólica de unión, 
está poco preparada para esta función, por los motivos 
que se ilustran en la Figura 5-12. Una proteína que 
uniese O; con una alta afinidad lo uniría eficientemente 
en los pulmones pero no liberaría gran parte del mismo 


Estado R 


cial las parejas de subunidades, afectando a algunos pares iónicos. Es desta- 
cable el caso de los residuos His HC3 del extremo carboxilo de las subunida- 
des 8, que forman pares iónicos en el estado T, y que rotan hacia el centro de 
la molécula cuando se pasa al estado R, dejando de formar pares iónicos. 
Otra consecuencia destacable de la transición T — R es un estrechamiento 
de la bolsa entre las subunidades 3. [Fuentes: estado T: PDB ID IHGA, R. Lid- 
dington et al, / Mol Biol 228:551, 1992 , Estado R: PDB ID 18BB), M. M. 
Silva et al, 4 Biol. Chern. 267:17.248, 1992. ] 
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FIGURA 5-12 Curva de unión sigmoidea (cooperativa). Una curva de 
unión sigmoidea puede contemplarse como una curva híbrida que refleja 
la transición de un estado de baja afinidad a un estado de alta afinidad. 
La unión cooperativa, tal corno se manifiesta por la curva de unión sig- 
moidea, hace que la hemoglobina sea más sensible a pequeñas diferen- 
cias en la concentración de O; entre los tejidos y los pulmones, lo que 
permite que la hemoglobina una oxigeno en los pulmones (donde la pO, 
es alta) y lo libere en los tejidos (donde la pO, es baja). 


en los tejidos. Si la proteína uniese oxígeno con una afi- 
nidad suficientemente baja para liberarlo en los tejidos, 
no recogería demasiado oxígeno en los pulmones. 

La hemoglobina resuelve este problema mediante 
una transición de un estado de baja afinidad (el estado 
T) a un estado de alta afinidad (el estado R) a medida 
que se le unen más moléculas de O». El resultado es 
que la hemoglobina tiene una curva de unión a oxígeno 
híbrida, en forma de S o curva sigmoidea (Fig. 5-12). 
Una proteína de una sola subunidad con un único sitio 
de fijación de sustrato no puede tener una curva de 
unión sigmoidea (ni siquiera si la unión provocase un 
cambio conformacional) debido a que cada molécula de 
ligando se une independientemente y no podría afectar 
a la unión de otra molécula. Por el contrario, la unión del 
O, a las subunidades individuales de la hemoglobina 
puede alterar la afinidad para el O, de las subunidades 
adyacentes. La primera molécula de O, que interacciona 
con la desoxihemoglobina se une débilmente, debido a 
que se une a una subunidad en el estado T. Sin embargo, 
esta unión conduce a unos cambios conformacionales 
que se comunican a las subunidades adyacentes, hacien- 
do más fácil la unión de moléculas de Oz adicionales. En 
efecto, la transición T — R se produce más rápidamente 
en la segunda subunidad una vez que el O, se ha unido 
a la primera subunidad. La última molécula de O, (la 
cuarta) que se une al hemo lo hace a una subunidad que 
ya está en el estado R y por tanto se une con una afini- 
dad mucho mayor que la de la primera molécula, 

Una proteína alostérica es aquélla en la cual la 
unión de un ligando a un sitio afecta a las propiedades de 
unión de otro sitio de la misma proteína. El término “alos- 
térico” proviene del griego allos, “otro” y stereos, “sólido” 
o “forma”. Las proteínas alostéricas son aquéllas que tie- 
nen “otras formas” o conformaciones inducidas por la 
unión de ligandos conocidos como moduladores. Los 


cambios conformacionales inducidos por elos modula- 
dores) interconvierten formas más activas y menos 
activas de la proteína. Los moduladores de las proteínas 
alostéricas pueden ser tanto inhibidores como activado- 
res. Cuando el ligando normal y el modulador son idénti- 
cos la interacción se denomina homotrópica. Cuando el 
modulador es una molécula diferente del ligando normal 
la interacción es heterotrópica. Algunas proteínas tie- 
nen dos o más moduladores y por lo tanto pueden tener 
interacciones homotrópicas y heterotrópicas. 

La unión cooperativa de un ligando a una proteína 
multimérica, tal como la que se produce con la unión del 
O, a la hemoglobina, es una forma de unión alostérica. 
La unión de un ligando afecta a las afinidades de cual- 
quiera de los restantes sitios de fijación no ocupados, y 
el O, puede ser considerado tanto un ligando normal 
como un modulador homotrópico activador. Hay sólo un 
sitio de fijación para el Oz en cada subunidad, de modo 
que los efectos alostéricos que dan lugar a la cooperati- 
vidad están mediados por cambios conformacionales 
transmitidos de una subunidad a otra por interacciones 
subunidad-subunidad. Una curva de unión sigmoidea es 
diagnóstico de una unión cooperativa. Permite una res- 
puesta mucho más sensible a las concentraciones de 
ligando y es importante para la función de muchas pro- 
teínas multiméricas. El principio del efecto alostérico 
puede extenderse fácilmente al caso de los enzimas 
reguladores, tal como veremos en el Capítulo 6. 

Los cambios conformacionales cooperativos depen- 
den de variaciones en la estabilidad estructural de partes 
diferentes de la proteína, como se vio en el Capítulo 4. 
Los sitios de fijación de una proteína alostérica suelen 
consistir en segmentos estables próximos a segmentos 
relativamente inestables, siendo éstos últimos capaces 
de sufrir cambios frecuentes en su conformación o de 
llevar a cabo movimientos desorganizados (Fig. 5-13). 
Cuando se produce la unión de un ligando, las partes 
móviles del sitio de fijación de una proteína pueden que- 
dar estabilizadas en una conformación determinada que 
afecta a la conformación de las subunidades de polipép- 
tido adyacentes. Si la totalidad del sitio de fijación tuvie- 
ra una gran estabilidad, al unirse en él un ligando tan 
solo serían posibles cambios estructurales limitados que 
se propagan a otras partes de la proteína. 

Al igual que ocurre con la mioglobina, la hemoglobi- 
na puede unir ligandos diferentes al oxígeno. Un ejem- 
plo importante es el monóxido de carbono, que se une a 
la hemoglobina con una eficiencia unas 250 veces supe- 
rior a la del óxigeno (el enlace de hidrógeno crítico 
entre el O, y la His distal no es tan fuerte en la hemog- 
lobina humana como lo es en la mayoría de mioglobinas 
de mamíferos, por lo que la unión del Oz en compara- 
ción a la del CO no aumenta tanto). La exposición de 
humanos al CO puede tener consecuencias trágicas 
(Recuadro 5-1). 


La unión cooperativa de ligando puede ser descrita 
cuantitativamente 

La unión cooperativa del oxígeno por la hemoglobina 
fue analizada por primera vez por Archibald Hill en 
1910. A partir de su trabajo se enunció un método gene- 
ral para el estudio de la unión cooperativa de ligandos a 
proteínas multisubunitarias. 
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Sitio de 
No hay ligando. Gran parte 
de la molécula es flexible 
(rosa) o algo inestable 
(verde). Pocas conforma- 
ciones facilitan la unión 

de ligando en este estado 
de baja afinidad. 


El tigando está unido a una 
subunidad. La unión 
estabiliza una conformación 
de alta afinidad. La mayor 
parte de la estructura es 
estable (azul) y nada es 
inestable (rosa). El resto 
del polipéptido adopta una 
conformación de alta 
afinidad, y en la otra 
subunidad se estabiliza 

la misma conformación 
mediante interacciones 
proteína-proteína. 


Una segunda molécula 

de ligando está unida a la 
segunda subunidad. Esta 
unión tiene lugar con mayor 
afinidad que la de la pgimera 
molécula, dando lugar 

a cooperatividad positiva. 


FIGURA 5-13 Cambios estructurales en una proteína con varias subu- 
nidades que se une cooperativamente a un ligando. La estabilidad 
estructural no es uniforme en una molécula de proteína. Aquí se muestra 
una proteína dimérica hipotética formada por regiones de estabilidac alta 
(azub, media (verde) y baja (roio). Los sitios de fijación de ligando están 
compuestos de segmentos de alta y baja estabilidad, por lo que la atinicad 
por el ligando es relativamente baja. Los cambios conftormacionales pro- 
ducidos a! unirse el ligando hacen que la proteína pase desde un estado de 
baja afinidad a uno de alta afinidad, una forma de encaje inducido. 


Para una proteína con n sitios de fijación el equili- 
brio de la Ecuación 5-1 se convierte en 


P + nL => PL,, 


y la expresión para la constante de asociación pasa a ser 


(5-12) 


[PLn] 
P ekan i (5-13) 
*  [PJ[LJ” 
La ecuación para Y (véase la Ec. 5-8) es 
Y Y= [L]” 
L+K 510) 


Reordenando los términos y calculando el logaritmo de 
ambos lados obtenemos 


d Fo LS 
-r E (5-15) 
Y 
lg < z) = n log [L] — log Ka (5-16) 


donde Ka = [L]ġ.s. 


La ecuación 5-16 es la ecuación de Hill, y una 
representación del log[Y/(1-Y)] frente al log[L] se deno- 
mina representación de Hill. Basándose en la ecua- 
ción, la representación de Hill debería tener una pen- 
diente igual a n. Sin embargo, la pendiente determinada 
experimentalmente no refleja el número de sitios de 
fijación sino el grado de interacción entre ellos. La pen- 
diente para una curva de Hill se indica por tanto como 
Ny, €l coeficiente de Hill, que es una medida del grado 
de cooperatividad. Si ny es igual a 1, la unión del ligando 
no es cooperativa, una situación que puede producirse 
incluso en una proteína multimérica si las subunidades 
no se comunican. Un ny mayor que 1 indica que hay una 
cooperatividad positiva en la unión del ligando. Ésta es 
la situación que se observa en la hemoglobina, en la que 
la unión de una molécula de ligando facilita la unión de 
las otras. El límite superior teórico para ny se alcanza 
cuando ny = n. En este caso la unión sería completa- 
mente cooperativa: todos los sitios de fijación en una 
proteína unirían el ligando simultáneamente, y no 
habría moléculas de proteína parcialmente saturadas de 
ligando en ningún caso. Este límite nunca se alcanza en 
la práctica, y el valor medido de ny es siempre menor 
que el número de sitios de fijación de ligando de la 
proteína. 

Un ny menor que 1 indica cooperatividad negativa, 
en la que la unión de una molécula de ligando dificulta 
la unión de otras. Hay pocos casos bien documentados 
de cooperatividad negativa. 

Para adaptar la ecuación de Hill a la unión de oxíge- 
no por parte de la hemoglobina debemos sustituir de 


nuevo [L] por pO; y Ka por Psp”: 


Y 
08 ; ss z) = n log pO, — n log Pag (5-17) 


Las representaciones de Hill para la mioglobina y la 
hemoglobina se presentan en la Figura 5-14. 
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FIGURA 5-14 Gráficas de Hill para la unión del oxígeno a la mioglobina 
y a la hemoglobina, Cuando nx = 1 no existe cooperatividad evidente. El 
máximo grado de cooperatividad observado para la hemoglobina corres- 
ponde aproximadamente a ny = 3. Obsérvese que, mientras esto indica 
un alto nivel de cooperatividad, m es menor que n, siendo n el número 
de sitios de fijación de O, de la hemoglobina. Esto es lo normal para una 
proteina que presenta comportamiento alostérico. 
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RECUADRO 5-1 


Lake Powell, Arizona agosto de 2000. Una familia se 
encontraba de vacaciones en una casa flotante arren- 
dada. Pusieron en marcha el generador de electricidad 
para poder conectar un aparato de aire acondicionado 
y un televisor. Aproximadamente 15 minutos después, 
dos hermanos de 8 y 11 años saltaron desde la cubier- 
ta de popa. Inmediatamente debajo de la cubierta 
estaba situado el tubo de escape del generador. En el 


didos a causa de la inhalación del monóxido de carbo- 
no del tubo de escape, que había quedado concentrado 
en el espacio de debajo de la cubierta. Ambos se aho- 
garon, Estas muertes, junto con otras más que ocurrie- 
| ron en la década de 1990 y que estaban relacionadas 
: con casas flotantes de diseño similar, hicieron que se 
- Treconsiderara y rediseñara el montaje de los tubos de 
escape de los generadores. 

El monóxido de carbono (CO), un gas incoloro e 
inodoro, es responsable de más de la mitad de las 
muertes anuales por envenenamiento en todo el 
mundo. El CO tiene una afinidad por la hemoglobina 
unas 250 veces mayor que la del oxígeno. En conse- 
cuencia, niveles relativamente bajos de CO pueden 
tener importantes y trágicos efectos. Cuando el CO se 
combina con la hemoglobina, el complejo resultante se 
denomina carboxihemoglobina o COHb. 

Algunos procesos naturales generan cierta canti- 
dad de CO, pero los niveles elevados localizados suelen 
ser el resultado de la actividad humana. Los tubos de 
escape de motores y estufas constituyen fuentes 
importantes de CO, al ser éste un producto secundario 
de la combustión incompleta de combustibles fósiles. 
Tan solo en los Estados Unidos, casi 4.000 personas 
mueren cada año a causa de envenenamiento por CO, 
ya sea accidental o mtencionadamente. Muchas de las 
muertes accidentales se producen por un aumento no 
detectado de CO en espacios cerrados, como el que se 
produce cuando una estufa doméstica no funciona 
bien o tiene pérdidas e insufla CO dentro de la casa. 
Sin embargo, también es posible la intoxicación por 
CO en espacios abiertos, en los que personas despre- 
venidas pueden inhalar los gases de escape de genera- 
dores, motores fuera borda, motores de tractor, vehí- 
culos recreativos o cortadoras de césped. 

Es poco frecuente que los niveles de monóxido 
de carbono en la atmósfera sean peligrosos, ya que 
| oscilan entre menos de 0,05 partes por millón (ppm) 
| en áreas remotas e inhabitadas y 3 a 4 ppm en algu- 
| nas ciudades del hemisferio norte. En los Estados 
| Unidos el límite impuesto por el gobierno (por la 
| Ocupational Safety and Health Administration, 


| lapso de dos minutos, los dos hermanos quedaron ren- 
| 
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OSHA) para las cantidades de CO en lugares de tra- 
bajo es de 50 ppm para personas que trabajen en 
turnos de ocho horas. La fuerte unión del CO a la 
hemoglobina implica que la COHb se puede acumular 
a lo largo del tiempo si las personas se exponen a una 
fuente de bajo, pero constante, nivel de CO . 

En un individuo sano, el 1% o menos de la hemog- 
lobina total forma complejo en forma de COHb. Al ser 
el CO un producto del humo del tabaco, muchos fuma- 
dores tienen niveles de COHb en un intervalo del 3% 
al 8% de su hemoglobina total, pudiendo aumentar 
hasta el 15% en fumadores compulsivos. Los niveles de 
COHb se equilibran al 50% en las personas que aspiran 
aire que contiene 570 ppm de CO durante varias horas. 
Se han desarrollado métodos fiables para relacionar el 
contenido de CO en la atmósfera con los niveles de 
COHb en sangre (Fig. 1) En pruebas efectuadas con 
generadores de casas flotantes como el responsable de 
las muertes de Lake Powell, los niveles de CO subieron 
hasta 6.000 o 30,000 ppm bajo cubierta, y los niveles 
de Oz atmosférico bajaron desde un 21% a un 12%. 
Incluso por encima de la cubierta se detectaron niveles 
de CO de hasta 7.200 ppm, suficientes para provocar la 
muerte en pocos minutos. 

¿De qué manera afecta al orgarfsmo humano la 
COHb? Raramente se observan síntomas a niveles de 
menos del 10% de la hemoglobina total. Al 15% se 
empieza a experimentar ligeros dolores de cabeza. 
Entre el 20% y el 30%, el dolor de cabeza es muy 


1h, ejercicio 
suave 


COHb en sangre (9%) 


0 20 40 60 80 
Monóxido de carbono (ppm) 


100 


FIGURA 1 Relación entre los niveles de COHb en sangre y la con- 
centración de CO en el aire circundante. Se muestran cuatro condicio- 
nes de exposición diferentes, cormparando los efectos de una exposi- 
ción corta con otra más prolongada y una exposición en reposo con 
una exposición durante el ejercicio. [Fuente: Datos de R.F. Coburn et 
al... 4. Clin. Invest. 44:1899, 1965.) 


Existen dos modelos que explican los mecanismos de la 
unión cooperativa 

Los bioquímicos tienen actualmente una gran cantidad 
de información sobre los estados T y R de la hemoglobi- 
na, pero queda mucho por aprender sobre cómo se 
produce la transición T — R. Existen dos modelos para 
la unión cooperativa de ligandos a las proteínas con 


múltiples sitios de fijación que han influenciado en gran 
medida las ideas que se Lienen sobre este problema. 

El primer modelo fue el propuesto por Jacques 
Monod, Jeffries Wyman y Jean-Pierre Changeux en 1965, 
es el llamado modelo MWC o modelo concertado 
(Fig. 5-15a). En el modelo concertado se considera que 
las subunidades de una proteína con unión cooperativa 
son funcionalmente idénticas, que cada subunidad puede 
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agudo y suele estar acompañado de náuseas, vértigo, 
confusión, desorientación y algunos trastornos visua- 
les; estos síntomas suelen desaparecer si se trata al 
individuo con oxígeno. A niveles de COHb del 30% al 
50%, los síntomas neurológicos se hacen más graves 
y a niveles próximos al 50% se pierde la conciencia y 
se corre el peligro de caer en coma. Seguidamente 
puede producirse una parada respiratoria. Si la expo- 
sición ha sido prolongada pueden producirse daños 
permanentes. Niveles superiores al 60% suelen ser 
mortales. La autopsia de los niños que murieron en 
Lake Powell reveló que sus niveles de COHb eran del 
59% y del 52%. 

La unión de CO a la hemoglobina está afectada por 
muchos factores, entre los que se incluye el ejercicio 
(Fig. 1) y los cambios en la presión del aire relaciona- 
dos con la altitud. Al tener los fumadores niveles basa- 
les más elevados de COHb, los que se exponen a una 
fuente de CO suelen presentar síntomas más rápida- 
mente que los no fumadores. Las personas afectadas 
de enfermedades cardíacas, pulmonares o sanguíneas 
que reducen la disponibilidad del oxígeno a los tejidos 
también experimentan los síntomas a niveles más 
bajos de exposición. Los fetos corren un riesgo elevado 
de envenenamiento por CO porque la hemoglobina 
fetal tiene una afinidad ligeramente más elevada por el 
CO que la adulta. Se han registrado casos en los que el 
feto ha muerto pero la madre ha sobrevivido. 

Puede parecer chocante que la pérdida de la 
mitad de la hemoglobina en forma de COHb resulte 
fatal, puesto que sabemos que personas con diversos 
tipos de anemia suelen vivir razonablemente bien con 
la mitad de la cantidad total de hemoglobina. Sin 
embargo, la unión de CO a la hemoglobina tiene efec- 
tos más allá del de eliminar parte de proteína del total 
disponible para la unión del oxígeno. También afecta 
a la afinidad del resto de subunidades de la hemoglo- 
bina para con el oxígeno. Al unirse CO a una o dos 
subunidades de un tetrámero de hemoglobina, la afi- 
nidad hacia el O, se incrementa sustancialmente en 
las restantes subunidades (Fig. 2). De este modo, un 
tetrámero de hemoglobina con dos moléculas de CO 
unidas puede fijar O, de modo eficiente en los pulmo- 
nes pero liberarlo con poca eficiencia en los tejidos. 
Con ello, los tejidos sufren pronto una privación de 
oxígeno. El problema se acentúa porque los efectos 
del CO no se limitan a su interferencia con la función 
de la hemoglobina. El CO se une a otras proteínas con 
grupos hemo y a una variedad de metaloproteínas. 
Todavía no se conocen bien los efectos de estas inte- 
racciones, pero pueden ser responsables de algunos 
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FIGURA 2 Diversas curvas de unión a oxígeno: de hemoglobina 
normal, hemoglobina de un individuo anémico con sólo el 50% de su 
hemoglobina funcional, y hemoglobina de un individuo con el 50% de 
sus subunidades de hemoglobina acomplejadas con CO. Se indica la 
pO, en pulmones jidos humanos. [Fuente: Datos de F. 4 W. Rou- 
ghton y R. C. Darling, Am. 4. Physiol 1441:17, 1944 1] 


de los efectos a largo plazo del envenenamiento 


agudo pero no mortal por CO. | 


Cuando se sospecha un envenenamiento por CO, 
resulta esencial una rápida evacuación de la persona | 
afectada de la fuente de CO, aunque esto no siempre 
garantiza una recuperación rápida. Cuando se produ- 
ce el traslado desde un lugar contaminado con CO a 
una atmósfera exterior normal, el O, empieza a susti- 
tuir el CO de la hemoglobina. Sin embargo, los niveles 
de COHb descienden lentamente, el tiempo medio es 
de 2 a 6,5 horas, en función del individuo y de fac- 
tores ambientales. Si se administra oxígeno al 100% 

a través de una máscara, la velocidad de recambio 
| 


puede aumentar hasta cuatro veees; el tiempo medio 
del intercambio 0y-CO puede reducirse a decenas de 
minutos si se administra oxígeno al 100% a una pre- 
sión de 3 atm (303 kPa). De este modo, resulta crítico 
el tratamiento a cargo de un equipo médico compe- 
tente y bien equipado. 

Está altamente recomendada la instalación de 
detectores de monóxido de carbono en las casas. Se 
trata de una medida simple y barata que puede evitar 
una posible tragedia. Al terminar de recopilar los 
datos para este recuadro, adquirimos inmediatamen- 
te detectores de CO nuevos para nuestras casas. 


existir en (como mínimo) dos conformaciones, y que 
todas las subunidades sufren la transición de una confor- 
mación a otra de manera simultánea. En este modelo 
ninguna proteína tiene subunidades individuales con 
conformaciones diferentes. Las dos conformaciones 
están en equilibrio. El ligando puede unirse a cualquiera 
de ellas aunque de una manera mucho más fuerte al 
estado R. La unión sucesiva de moléculas de ligando a la 


conformación de baja afinidad (la cual es más estable en 
ausencia de ligando) hace que la transición a la confor- 
mación de alta afinidad sea más probable. 

En el segundo modelo, el modelo secuencial (Fig. 
5-15b) propuesto en 1966 por Daniel Koshland y cola- 
boradores, la unión del ligando puede inducir un cambio 
de conformación en una subunidad individual. Un cam- 
bio de conformación en una subunidad hace que tanto 
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un cambio similar en la subunidad adyacente como la 
unión de una segunda molécula de ligando sean más 
probables. Hay más estados intermedios potenciales en 
este modelo que en el modelo concertado. Los dos 
modelos no son mutuamente excluyentes: el modelo 
concertado puede considerarse como un caso límite de 
“todo o nada” del modelo secuencial. En el Capítulo 6 
utilizaremos estos modelos para la discusión sobre los 
enzimas alostéricos. 


La hemoglobina también transporta H` y CO, 


Además de transportar prácticamente todo el oxígeno 
necesario para las células desde los pulmones a los 
tejidos, la hemoglobina transporta dos productos fina- 
les de la respiración celular (H* y CO») de los tejidos a 
los pulmones y los riñones, donde son excretados. El 
CO», producido por la oxidación de combustibles orgá- 
nicos en la mitocondria, se hidrata para formar bicar- 
bonato: 


CO + HO ===> H* + HCO; 


Esta reacción está catalizada por la carbónico anhi- 
drasa, un enzima especialmente abundante en los eri- 
trocitos. El dióxido de carbono no es demasiado soluble 
en solución acuosa, y, de no ser convertido en bicarbo- 
nato, se formarían burbujas de CO, en los tejidos y en la 
sangre. Tal como puede verse en la reacción catalizada 
por la carbónico anhidrasa, la hidratación del CO, pro- 
voca un aumento de la concentración de H* (un descen- 
so del pH) en los tejidos. La unión de oxígeno a la 
hemoglobina se ve muy afectada por el pH y la concen- 
tración de CO», por lo que la interconversión de CO, y 
bicarbonato es de gran importancia para la regulación 
de la unión de oxígeno y su liberación en la sangre. 

La hemoglobina transporta alrededor del 40% del 
total de H* y del 15% al 20% del CO, formado en los 
tejidos hacia los pulmones y los riñones. (El resto de H* 
es absorbido por el tampón bicarbonato del plasma, el 
resto del CO, se transporta en forma de HCOx y CO, 
disueltos.) La unión del H* y CO, está inversamente 
relacionada con la unión de oxígeno. Con un pH 
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FIGURA 5-15 Dos modelos generales para la inter- 
conversión de las formas inactiva y activa de proteínas 
durante la unión cooperativa a ligando. A pesar de que 
los modelos pueden aplicarse a cualquier proteína 
(incluyendo cualquier enzima, Capítulo 6) que presente 
unión cooperativa, se muestran aquí cuatro subunidades 
debido a que el modelo fue propuesto originalmente 
para la hemoglobina. (a) En el modelo concertado o de 
todo o nada ímodelo MWC) se postula que todas las 
subunidades están en la misma conformación, ya sea 
1 como O (baja afinidad o inactiva) o como O {aita afini- 
dad o activa). Según sea el equilibrio, K, entre las for- 
mas [ y O, ta unión de una o más moléculas de ligando 
(L) desplazará el equilibrio hacia la forma O. Las subu- 
nidades con un L unido están sombreadas. (b) En el 
modelo secuencial cada subunidad individual puede 
estar en la forma O o en la forma O, siendo posible un 
gran número de conformaciones. La mayor parte de las 
subunidades pasan la mayoría del tiempo en los estados 
sombreados en azul. 


relativamente bajo y altas concentraciones de CO, en 
los tejidos periféricos, la afinidad de la hemoglobina por 
el oxígeno disminuye a medida que se unen H* y CO,, y 
se libera oxígeno a los tejidos. Por el contrario, a medida 
que se excreta CO, en los capilares pulmonares y 
aumenta co ntemente el pH de la sangre, la afini- 
dad de la hemoglobina por el oxígeno aumenta y la 
proteína une más O, para su transporte a los tejidos 
periféricos. Este efecto del pH y de la concentración de 
CO, sobre la unión y liberación de oxígeno por la 
hemoglobina es el llamado efecto Bohr, en honor de 
Christian Bohr, el fisiólogo danés (y padre del físico 
Niels Bohr) que lo descubrió en 1904. 

El equilibrio de unión de la hemoglobina y una molécula 
de oxígeno puede describirse por la reacción 


Hb + O; ==> HbO; 


que no es una expresión completa. Para tener en cuenta 
el efecto de la concentración de H* sobre este equilibrio 
de unión, debemos reescribir la reacción como 
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FIGURA 5-16 Efecto del pH sobre la unión de oxígeno por la hemog- 
lobina. El pH de la sangre en los pulmones es 7.6 y en los tejidos 7,2. Las 
medidas experimentales sobre ta unión de oxigeno por la hemoglobina 
se suelen tomar a pH 7,4. 
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HHb* + O, == HbO; + H* 


donde HHb* designa una forma protonada de la 
hemoglobina. Esta ecuación nos dice que la curva de 
saturación de O, de la hemoglobina está influenciada 
por la concentración de H* (Fig. 5-16). Tanto el O, 
como el H* se unen a la hemoglobina, aunque con afini- 
dades inversas. Cuando la concentración de oxígeno es 
alta, como ocurre en los pulmones, la hemoglobina une 
O, y libera protones. Cuando la concentración de oxíge- 
no es baja, situación que se da en los tejidos periféricos, 
se une H* y se libera O». 

El oxígeno y el H* no se unen a los mismos sitios de 
la hemoglobina. El oxígeno se une a los átomos de hie- 
rro de los grupos hemo, mientras que el H* se puede 
unir a diversos residuos de aminoácido de la proteína. 
La His** (His HC3) de las subunidades $ realiza un 
aporte fundamental al efecto Bohr. Este residuo forma, 
al protonarse, uno de los pares iónicos (con el Asp”, 
Asp FG1) que ayudan a estabilizar la desoxihemoglobi- 
na en el estado T (Fig. 5-9). El par iónico estabiliza la 
forma protonada de la His HC3, confiriéndole a este 
residuo un p, anormalmente alto en el estado T. El pK, 
cae a su valor normal de 6,0 en el estado R debido a que 
no puede formarse el par iónico, y este residuo está en 
su mayor parte desprotonado en la oxihemoglobinaza 
pH 7,6, el pH de la sangre en los pulmones. A medida 
que aumenta la concentración de H”, se produce la pro- 
tonación de la His HC3, lo que favorece la transición al 
estado T provocando la liberación de oxígeno. Un efecto 
similar se produce con la protonación de los residuos 
amino-terminales de las subunidades a, de otros resi- 
duos His y quizás de otros grupos. 

Así vemos que las cuatro cadenas polipeptídicas de 
la hemoglobina se comunican unas con otras no sólo por 
la unión de O, a sus grupos hemo sino también por la 
unión de H* a residuos aminoácidos específicos. Y aún 
hay otros elementos que añadir al entramado. La 
hemoglobina también une CO», y de modo también 
inversamente proporcional a la unión de oxígeno. El 
dióxido de carbono se une en forma de grupo carbamato 
al grupo a-amino del extremo amino-terminal de cada 
cadena de globina, formando carbaminohemoblogina: 


AE 
XxX 
EE Re Le AA 
ll g il t i 
O R Ó RO 
Residuo Residuo 


amino-terminal carbamino-terminal 


Esta reacción produce H* y contribuye al efecto Bohr. 
Los carbamatos unidos también forman puentes salinos 
adicionales (no mostrados en la Figura 5-9) que ayudan 
a estabilizar el estado T y favorecen la liberación de 
oxígeno, : 

Cuando la concentración de dióxido de carbono es 
alta, tal como ocurre en los tejidos periféricos, se une algo 
de CO, a la hemoglobina y la afinidad por el O, disminu- 
ye. haciendo que éste se libere. Por el contrario, cuando 
la hemoglobina llega a los pulmones, la alta concentra- 
ción de oxígeno favorece la unión de O» y la liberación de 
CO». Es la capacidad de comunicar información de unión 
a ligando de una subunidad polipeptídica a las otras lo 
que convierte a la hemoglobina en una molécula tan 


perfectamente adaptada a la integración del transporte 
de O», CO, y H* por parte de los eritrocitos. 


La unión de oxígeno a la hemoglobina está regulada 
por el 2,3-bisfosfoglicerato 


La interacción del 2,3-bisfosfoglicerato (BPG) con 
las moléculas de hemoglobina perfecciona aún más la 
función de la hemoglobina y proporciona un ejemplo de 
modulación alostérica heterotrópica. 


O- 
2,3-Bistosfoglicerato 

El BPG está presente en concentraciones relativamente 

altas en los eritrocitos. Cuando se aísla la hemoglobina 


contiene una cantidad significativa de BPG unido, cuya 
eliminación completa resulta difícil. De hecho, las 
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FIGURA 5-17 Efecto del 2,3-bisfostoglicerato sobre la unión de oxí- 
geno a la hemoglobina. La concentración de BPG en la sangre humana 
normal es aproximadamente 5 mm cuando se está a nivel del mar y alrede- 
dor de 8 mm a grandes altitudes. Observe que la hemoglobina une oxígeno 
muy fuertemente en ausencia total de BPG, presentando entonces una 
curva de unión hiperbólica. En realidad, el coeficiente de Hill observado para 
la unión cooperativa de O, disminuye sólo ligeramente (de 3 a 2,5) cuando 
se extrae el BPG de la hemoglobina, pero la parte creciente de la curva sig- 
moidea está confinada a una región muy pequeña cercana al origen. À nivel 
del mar, la hemoglobina está prácticamente saturada con O; en los pulmo- 
nes, pero su nivel de saturación es sólo de un 60% en los tejidos, de manera 
que la cantidad de oxígeno liberado en los tejidos es cercana al 38% del 
máximo que puede ser transportado por la sangre. A grandes altitudes la 
liberación de O, disminuye aproximadamente una cuarta parte, alcanzando 
como máximo el 30%. Sin embargo, un aumento en la concentración de 
BPG disminuye la afinidad de la hemoglobina por el O, haciendo que de 
nuevo se libere a los tejidos cerca de un 37% del oxigeno transportado. 
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curvas de unión a O, para la hemoglobina que hemos 
examinado hasta ahora se habían obtenido en presencia 
de BPG unido. Se sabe que el 2,3-bisfosfoglicerato redu- 
ce de manera considerable la afinidad de la hemoglobina 
por el oxígeno, hay una relación inversa entre la unión 
de O, y la unión de BPG. Por tanto podemos describir 
otro proceso de unión para la hemoglobina: 


HbBPG + O, == HbO, + BPG 


El BPG se une a un sitio alejado del sitio de fijación 
para el O, y regula la afinidad de unión de la hemoglobina 
para el O, en relación a la pO; en los pulmones. El BPG 
juega un papel importante en las adaptaciones fisiológi- 
cas a la menor pO, disponible a grandes alturas. Para un 
humano sano que se pasee a nivel del mar, la unión de 
oxígeno a la hemoglobina está regulada de manera que la 
cantidad de O, liberada a los tejidos equivale aproxima- 
damente al 40 % del máximo que podría ser transportado 


por la sangre (Fig. 5-17). Imaginemos que la misma 


persona se traslada rápidamente a un lugar montañoso a 
4.500 m de altitud, en donde la pO; es considerablermente 
menor. La liberación de O, a los tejidos se ve ahora redu- 
cida. Sin embargo, después de unas pocas horas de per- 
manencia a gran altitud, la concentración de BPG de la 
sangre empieza a aumentar, conduciendo a una disminu- 
ción de la afinidad de la hemoglobina por el oxígeno. Este 
ajuste del mivel de BPG tiene un efecto pequeño sobre la 
unión de O, en los pulmones pero afecta de manera 


(a) 


(b) 


FIGURA 5-18 Unión del 2,3-bisfostoglicerato a la desoxihemoglo- 
bina. (a) La unión del BPG estabiliza el estado T de la desoxihermogiobina. Las 
cargas negativas del BPG interaccionan con varios grupos cargados positiva- 
mente (mostrados en azul en esta imagen de contorno de superficie) que 
rodean a la bolsa entre las subunidades 8 en el estado T. {b} La bolsa de unión 
para el BPG desaparece con la oxigenación, produciéndose la transición al 
estado R). (Compare con la Fig. 5-10) [Fuentes: (a) PDB 1D 1886, Y. D. Richard 
et al, 4 Mol. Biol. 232:270, 1993. (b) PDB ID 1BBB, M, M. Silva et al, 4 Biol 
Chem. 267:17248, 1992.] 


importante a la liberación de O, en los tejidos. El resulta- 
does que la liberación de oxígeno en los tejidos vuelve a 
ser de casi el 40 % del que`puede ser transportado por la 
sangre. La situación se invierte cuando la persona vuelve 
al nivel del mar. La concentración de BPG en los eritroci- 
tos también aumenta en las personas que sufren hipoxia, 
una disminución en la oxigenación de los tejidos periféri- 
cos debida a un funcionamiento inadecuado de los pul- 
mones o del sistema circulatorio. 

El BPG se une a la hemoglobina en la cavidad exis- 
tente entre las subunidades 6 en el estado T (Fig. 5-18). 
Esta cavidad está recubierta por residuos aminoácidos 
cargados positivamente que interaccionan con los grupos 
cargados negativamente del BPG. A diferencia del O,, 
sólo se une una molécula de BPG a cada tetrámero de 
hemoglobina. El BPG disminuye la afinidad de la hemog- 
lobina por el oxígeno al estabilizar el estado T. La transi- 
ción al estado R provoca un estrechamiento de la bolsa de 
unión a BPG, impidiendo la unión del BPG. En ausencia 
de BPG, la hemoglobina pasa más fácilmente al estado R. 

La regulación de la unión de oxígeno a la hemoglobina 
por el BPG juega un papel importante en el desarrollo 
fetal. La hemoglobina fetal ha de tener una mayor afinidad 
por el O, que la hemoglobina materna debido a que el feto 
debe extraer el oxígeno de la sangre de su madre. El feto 
sintetiza subunidades y en lugar de las 5, formándose la 
hemoglobina ayy. Este tetrámero tiene una afinidad por 
el BPG mucho menor que la de la hemoglobina adulta 
normal, y por lo tanto una mayor afinidad por el oxígeno. 


La anemia falciforme es una enfermedad molecular 
de la hemoglobina 


La enfermedad humana hereditaria llamada ane- 

mia falciforme demuestra de manera indiscutible 
la gran importancia de la secuencia de aminoácidos para 
determinar las estructuras secundaria, terciaria y cua- 
ternaria de las proteínas globulares y, por tanto, sus 
funciones biológicas. Se conocen más de 500 variantes 
genéticas de la hemoglobima en la población humana; 
con pocas excepciones, se trata de variantes muy raras. 
La mayoría de estas variantes se deben a diferencias en 


es | 
(a) - 2 um (b) 

FIGURA 5-19 Comparación de eritrocitos cóncavos normales y unifor- 
mes (a) con los eritrocitos de formas diversas presentes en la anemia 
falciforme que pueden ser normales, falciformes o espiculados. [Fuentes: 
(a) Syred/Science Source. (b) Jackie Lewin, Royal Free Hospital/Science 
Source.) 
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un único residuo aminoácido. Los efectos sobre la 
estructura y función de la hemoglobina suelen ser muy 
pequeños, aunque a veces pueden llegar a ser extraor- 
dinarios. Cada variante de hemoglobina es el producto 
de una alteración genética. A cada variante de un gen se 
le llama alelo. Debido a que los humanos poseen en 
general dos copias de cada gen, un individuo puede 
tener dos copias de un alelo (siendo entonces homoci- 
goto para ese gen) o una copia de cada uno de los dos 
alelos diferentes (heterocigoto). 

La anemia falciforme se da en individuos que han 
heredado el alelo de esta enfermedad de ambos proge- 
nitores. Los eritrocitos de estos individuos son anorma- 
les y menos numerosos. Además de un número inusual- 
mente elevado de células inmaduras, la sangre contiene 
muchos eritrocitos alargados, delgados y en forma de 
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FIGURA 5-20 Hemoglobina normal y hemoglobina de la anemia fal- 
ciforme. (a) Como resultado de un único cambio de aminoácido en las 
cadenas ĝ se producen diferencias sutiles de conformación entre la 
hemoglobina A y la hemoglobina $. (b) A consecuencia de este cambio 
la desoxihemoglobina $ presenta un parche hidrofóbico en su superficie, 
que provoca la agregación de las moléculas en cadenas que se alinean 
en torma de fibras insolubles. 


hoz (Fig. 5-19). Cuando se desoxigena la hemoglobina 
de las células falciformes (llamada hemoglobina S), ésta 
pasa a ser insoluble y forma polímeros que se agregan 
en fibras tubulares (Fig. 5-20). La hemoglobina normal 
(hemoglobina A) sigue siendo soluble cuando se desoxi- 
gena. Las fibras insolubles de la hemoglobina S desoxi- 
genada son las responsables de la deformación en forma 
de hoz de los eritrocitos y la proporción de células falci- 
formes aumenta en gran medida cuando se desoxigena 
la sangre. 

Las propiedades alteradas de la hemoglobina S son 
el resultado de la sustitución de un único aminoácido, 
una Val en lugar de un residuo Glu en la posición 6 de 
las dos cadenas $. El grupo R de la valina no posee carga 
eléctrica, mientras que el glutamato tiene una carga 
negativa a pH 7,4. Por lo tanto la hemoglobina $ tiene 
dos cargas negativas menos que la hemoglobina A, una 
por cada una de las cadenas $. La sustitución de Glu por 
Val crea un punto de contacto hidrofóbico “adhesivo” en 
la posición 6 de la cadena $, que se sitúa en la superficie 
exterior de la molécula. Estos puntos adhesivos hacen 
que las moléculas de desoxihemoglobina $ se asocien 
anormalmente entre ellas, formando los largos agrega- 
dos fibrosos característicos de esta enfermedad. 

Como ya hemos visto, la anemia falciforme se pre- 
senta en individuos homocigotos en el alelo falciforme 
del gen codificante de la subunidad 8 de la hemoglobi- 

Los individuos que reciben el alelo falciforme de uno 
solo de sus progenitores y que, por tanto, son heteroci- 
gotos, sufren una enfermedad más leve llamada rasgo 
de la anemia falciforme; en estos casos sólo un 1 % de 
sus eritrocitos son falciformes en estado de desoxigena- * 
ción. Estos individuos pueden tener una vida completa- 
mente normal si evitan el ejercicio vigoroso u otros 
esfuerzos sobre el sistema circulatorio. 

La anemia falciforme es una enfermedad dolorosa y 
que puede ser mortal. Las personas con anemia falcifor- 
me sufren crisis recurrentes provocadas por el ejercicio 
físico. Se sienten débiles, tienen vértigo y les falta el 
aire, además de sufrir un aumento del pulso y soplos 
cardíacos. El contenido en hemoglobina de su sangre es 
sólo la mitad del normal, de 15 a 16 g/100mL, debido a 
que los eritrocitos falciformes son muy frágiles y se rom- 
pen con facilidad, lo que provoca una anemia (“falta de 
sangre”). Una consecuencia aún más grave es que los 
capilares quedan bloqueados por los eritrocitos alarga- 
dos y con formas anormales, provocando un intenso 
dolor e interfiriendo con las funciones normales de los 
Órganos, siendo ésta una de las causas principales que 
provocan la muerte temprana de muchas personas que 
padecen esta enfermedad. 

Las personas con anemia falciforme suelen morir en 
su infancia si no reciben tratamiento médico. Sin embar- 
go, el alelo de la anemia falciforme es sorprendentemen- 
te común en algunas partes de África. La investigación 
sobre la persistencia de un alelo con efectos negativos 
tan evidentes en los individuos homocigotos, llevó al 
descubrimiento de que este alelo aporta una pequeña 
pero importante resistencia a formas letales de la mala- 
ria en individuos heterocigotos. Los individuos heteroci- 
góticos experimentan una enfermedad más leve deno- 
minada rasgo de la célula falciforme; sólo un 1% de sus 
eritrocitos adoptan la forma de hoz al desoxigenarse. 
Estosd individuos pueden vivir una vida totalmente 
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normal siempre que eviten el ejercicio vigoroso y otras 
tensiones sobre el sistema circulatorio. La selección 
natural ha dado como resultado una población de alelos 
en la que se compensan los efectos negativos del estado 
homocigoto con la resistencia a la malaria que aporta el 
estado heterocigoto. $ 


RESUMEN 5.1 Unión reversible de una proteína a un 
ligando: proteínas de unión a oxígeno 


Ml La función proteica suele implicar interacciones con 
otras moléculas. Una molécula que se une a una proteí- 
na se denomina ligando y el sitio al que se une sitio de 
fijación de ligando. Las proteínas pueden experimentar 
cambios conformacionales cuando se une m ligando en 
un proceso que se llama encaje inducido. En una proteí- 
na con múltiples subunidades la unión de un ligando a 
una subunidad puede afectar la unión del ligando a 


otras subunidades. La unión de ligandos puede estar 


regulada. 


MM La mioglobina contiene un grupo prostético hemo 
que une oxígeno. El hemo consiste en un único átomo 
de Fe** coordinado en un anillo de porfirina. El oxígeno 
se une reversiblemente a la mioglobina; esta unión sim- 
ple reversible se puede describir mediante una constan- 
te de asociación K, o una constante de disociación Ka. 
Para una proteína monomérica tal como la mioglobina, 
la fracción de sitios de fijación ocupados por ligando es 
una función hiperbólica de la concentración de ligando. 


Ml La hemoglobina adulta normal tiene cuatro subuni- 
dades que contienen grupos hemo, dos «a y dos $, simi- 
lares en estructura entre sí y con la mioglobina. La 
hemoglobma existe en dos estados estructurales inter- 
convertibles, T y R. El estado T es el más estable en 
ausencia de oxígeno. La unión de oxígeno promueve la 
transición hacia el estado R. 


W La unión de oxígeno a la hemoglobina es al mismo 
tiempo alostérica y cooperativa. Al unirse O, a un sitio 
de fijación, la hemoglobina experimenta cambios con- 
formacionales que afectan a los otros sitios de fijación, 
lo que constituye un ejemplo de comportamiento alosté- 
rico. Los cambios conformacionales entre los estados T 
y R, a través de interacciones subunidad-subunidad, 
dan lugar a una unión cooperativa; este comportamien- 
to se describe mediante una curva sigmoidea y se anali- 
za mediante la representación de Hill. 

Ml Se han propuesto dos modelos principales para 
explicar la unión cooperativa de ligandos a proteínas 
con múltiples subunidades: el modelo concertado y el 
modelo secuencial. 


E La hemoglobina también se une a H* y CO», lo que 
resulta en la formación de pares iónicos que estabilizan 
el estado T y hacen disminuir la afinidad de la hemoglo- 
bina por el O, (efecto Bohr). La unión del oxígeno a la 
hemoglobina está también modulada por el 2,3-bisfosfo- 
glicerato, que se une y estabiliza el estado T. 


E La anemia falciforme es una enfermedad genética 
causada por la sustitución de un único aminoácido (Glu' 
por Val”) en eada una de las cadenas f de la hemoglobi- 
na. El cambio genera la aparición de una zona hidrofó- 
bica en la superficie de la hemoglobina que hace que las 
moléculas se agreguen en haces de fibras. En 


condiciones de homocigosis, esta enfermedad presenta 
graves complicaciones médicas. 


5.2 Interacciones complementarias 
entre proteínas y ligandos. El sistema 
inmune y las inmunoglobulinas 


Hemos visto de que modo las conformaciones de las 
proteínas de unión a oxígeno afectan a y son afectadas 
por la unión de pequeños ligandos (O, o CO») al grupo 
hemo. Sin embargo, la mayoría de las interacciones pro- 
teína-ligando no implican un grupo prostético. Ern vez 
de esto, el sitio de fijación de ligando suele ser más a 
menudo como el de la hemoglobina para el BPG: una 
hendidura en la proteína recubierta de residuos aminoá- 
cidos dispuestos de tal manera que hacen que la inte- 
racción sea altamente específica. Una discriminación 
efectiva para los ligandos es la norma para los sitios de 
fijación, incluso cuando los ligandos tienes diferencias 
estructurales muy pequeñas. 

Todos los vertebrados poseen un sistema inmune 
capaz de distinguir las moléculas “propias” de las “aje- 
nas” y destruir a continuación las consideradas ajenas. 
De esta manera, el sistema inmune elimina virus, bacte- 
rias y otros patógenos, así como moléculas que puedan 
representar una amenaza para el organismo. Fisiológi- 
camente, la respuesta inmune es un entramado com- 
plej interacciones entre muchas clases de proteínas, 
moléculas y tipos celulares. Cuando se trata de proteí- 
nas individuales, la respuesta inmune demuestra como 
un sistema bioquímico específico y extremadamente 
sensible puede basarse en la unión reversible entre 
ligandos y proteínas. 


La respuesta inmune incluye un conjunto de células 
y proteínas especializadas 


La acción inmune es llevada a cabo por una amplia gama 
de leucocitos (glóbulos blancos de la sangre) que 
incluyen a los macrófagos y linfocitos, originados 
todos ellos a partir de células madre no diferenciadas de 
la médula ósea. Los leucocitos pueden abandonar el 
torrente sanguíneo y patrullar los tejidos. Cada una de 
las células sintetiza una o más proteínas capaces de 
reconocer y unirse a moléculas que podrían ser señal de 
una infección. 

La respuesta inmune es el resultado de la acción de 
dos sistemas complementarios, el sistema inmune 
humoral y el celular. El sistema inmune humoral (del 
latín humor, “fluido”) está dirigido contra infecciones 
bacterianas y virus extracelulares (los que se encuen- 
tran en los fluidos corporales), pero también puede 
responder a proteínas externas individuales. El sistema 
inmune celular destruye las células propias infectadas 
por virus, encargándose también de destruir algunos 
parásitos y tejidos ajenos. 

En el centro de la respuesta inmune se encuentran 
unas proteínas solubles llamadas anticuerpos o inmu- 
noglobulinas, normalmente abreviadas como Ig. Las 
inmunoglobulinas se unen a bacterias, virus o moléculas 
grandes identificadas como ajenas, marcándolas para su 
destrucción. Las inmunoglobulinas constituyen hasta un 
20 % de las proteínas sanguíneas y son producidas por 
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TABLA 5-2 Algunos tipos de leucocitos 


asociados con el sistema inmune 


Macrófagos Ingestión de grandes 
partículas y células por 


fagocitosis 


Linfocitos B (células B) Producción y secreción 
| de anticuerpos 


| Linfocitos T (células T) 


f 


interaccionan con células 
infectadas a través de 
receptores de superficie 
de las células T 


Células T citotóxicas 
(T) (asesinas) 


Interaccionan con 

macrófagos y secretan 

citoquinas 

(interleuquinas) que 

estimulan la 
proliferación de las 

| células T., Ty y B. 


Células T auxiliares 
(helper) (Ty) 


t PP. r D [ ¿¿ ¿ ¿  [ [ | 


los linfocitos B o células B, llamadas así debido a que 


completan su desarrollo en la médula ósea (en inglés, 


“bone marrow”). 
Los agentes que conforman la base de la respuesta 
inmune celular son una clase de linfocitos T o células 


Sitio de Sitio de 
unión del unión del 
antígeno antígeno 
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FIGURA 5-21 inmunoglobulina G. (a) Pares de cadenas pesadas y 
ligeras se combinan para formar una molécula con forma de Y. Se crean 
dos sitios de fijación de antigeno por la combinación de los dominios 
variables de una cadena ligera (V;) y de una pesada (Yy). La digestión 
con papaína separa las porciones Fab y Fc de la proteína por la región 
bisagra. La porción Fc de la molécula contiene también glúcido unido (se 


T (llamados así porque las últimas fases de su desarrollo 
tienen lugar en el fimo) llamadas células T citotóxicas 
(células Tc, también llamadas células T asesinas). En el 
reconocimiento de las células infectadas o de los parási- 
tos iintervienen unas proteínas llamadas receptores de 
las células T que se encuentran en la superficie de las 
células Tc. Los receptores son proteínas que habitual- 
mente se disponen en la superficie exterior de las células 
y se extienden a través de la membrana plasmática; 
reconocen y unen ligandos extracelulares, desencade- 
nando una serie de cambios en el interior de la célula. 

Además de las células T citotóxicas también encon- 
tramos las células T helper (células Ty, células T 
cooperantes o auxiliares), cuya función es producir 
unas proteínas señalizadoras solubles llamadas citoqui- 
nas, entre las que se cuentan las interleuquinas. Las célu- 
las Ty interaccionan con los macrófagos. Las células Ty 
participan sólo de manera indirecta en la destrucción de 
células infectadas y patógenos, estimulando la prolifera- 
ción selectiva de las células To y B que pueden unirse a un 
antígeno concreto. Este proceso, llamado selección clo- 
nal, aumenta el número de células del sistema inmunita- 
rio capaces de responder a un patógeno dado. La impor- 
tancia de las células Ty se aprecia claramente en el caso 
de la epidemia causada por el VIH (virus de la inmunode- 
ficiencia humana), el virus causante del SIDA (síndrome 
de inmunodeficiencia adquirida). Las células Ty son la 
diana primaria de la infección por VIH. La eliminación de 
estas células incapacita progresivamente a la totalidad del 
sistema inmune. En la tabla 5-2 se resumen las funciones 
de los diversos leucocitos del sistema inmune. 


muestra en (b)) (b) Modelo de cintas de la primera molécula de IgG 
completamente cristalizada y analizada estructuralmente. A pesar de 
que la molécula contiene dos cadenas pesadas idénticas (en dos tonos 
de azul) y dos cadenas ligeras idénticas (en dos tonos de rojo), cristaliza 
según la conformación asimétrica mostrada. La flexibilidad conformacio- 
nal puede ser importante para la función de las inmunoglobulinas. 
[Fuente: (b) PDB ID 1GT, L J. Harris et al., Biochemistry 36 15811997] 
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Sitios de unión al antígeno 
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FIGURA 5-22 Unión de la IgG a un antigeno. Para generar un ajuste 
óptimo con el antígeno, los sitios de unión de la IgG suelen experimentar 
ligeros cambios de conformación. Un ajuste inducida de este tipo es 
típico de diversas interacciones entre proteína y ligando. 


Cada proteína de reconocimiento del sistema inmu- 


ne, ya sea un receptor de células T o un anticuerpo - 


producido por una célula B, se une de manera específica 
a alguna estructura química concreta, distinguiéndola 
prácticamente de todas las demás. El ser humano es 
capaz de producir más de 10° anticuerpos diferentes 
con especificidad de unión propia. Dada esta extraordi- 
naria diversidad, es altamente probable que cualquier 
estructura química de la superficie de un virus o de una 
célula invasora pueda ser reconocida y unirse a uno O 
más anticuerpos. La diversidad de los anticuerpos pro- 
cede de la reorganización al azar de una serie de seg- 
mentos de los genes de las inmunoglobulinas mediante 
mecanismos de recombinación genética que se describi- 
rán en el Capítulo 25 (véase la Fig. 25-43). 

Se utiliza un léxico especializado para describir las 
interacciones, exclusivas del sistema inmune, que se 
establecen entre anticuerpos o receptores de las células 
T y las moléculas a las que se unen. Se conoce como 
antígeno cualquier molécula o patógeno capaz de 
generar una respuesta inmune, Un antígeno puede ser 
un virus, una pared celular bacteriana, una proteína 
individual u otras macromoléculas. A un antígeno com- 
plejo se le pueden unir una serie de anticuerpos diferen- 
tes. Un anticuerpo o un receptor de las células T con- 
creto se unirá solamente a una estructura molecular 
determinada dentro del antígeno denominada determi- 
nante antigénico o epitopo. 

Responder a moléculas pequeñas que son interme- 
diarios comunes y productos del metabolismo celular no 
sería productivo para el sisterna inmune. Las moléculas 
con una M, <5.000 generalmente no son antigénicas. No 
obstante, cuando estas moléculas pequeñas se unen 
covalentemente a grandes proteínas en el laboratorio, 
pueden usarse para originar una respuesta inmune. 
Estas moléculas pequeñas son llamadas haptenos. Los 
anticuerpos producidos como respuesta a los haptenos 
unidos a proteínas se unirán entonces a las mismas 
moléculas pequeñas en su forma libre. Este tipo de anti- 
cuerpos se emplea algunas veces en el desarrollo de 
pruebas analíticas que describimos más adelante en 
este capítulo o también como ligandos específicos en 
cromatografía de afinidad (véase la Fig. 3-17c). A conti- 
nuación veremos una descripción más detallada de los 
anticuerpos y de sus propiedades de unión. 


Cadenas 
pesadas u 


Cadenas 
ligeras 


a | 


FIGURA 5-23 Pentámero IgM de unidades de inmunoglobulina. El 
pentámero está entrelazado con enlaces disulfuro (en amarillo). La 
cadena } es un polipéptido de M, 20.000 encontrado tanto en la IgA 
como en ¡a IgM. 


Los anticuerpos poseen dos lugares idénticos de unión a 
antígeno 


Las inmunoglobulinas G (IgG) son la principal clase 
de moléculas de anticuerpo y unas de las proteínas más 
abundantes en el suero sanguíneo. Las IgG tienen cuatro 
Ea polipeptídicas: dos cadenas largas, llamadas 
adenas pesadas, y dos cadenas ligeras, unidas por enla- 
ces no covalentes y puentes disulfuro que forman un 
complejo de M, 150.000. Las cadenas pesadas de una 
molécula de IgG interaccionan en un extremo y a conti- 
nuación se abren para interaccionar separadamente con 
las cadenas ligeras, formando una molécula en forma de 
Y (Fig. 5-21). En las “bisagras” que separan la base de la 
lgG de sus ramas, la inmunoglobulina puede ser cortada 
por proteasas. La rotura con la proteasa papaína libera el 
fragmento basal, llamado Fe debido a que suele cristali- 
zar fácilmente, y las dos ramas, conocidas como Fab, los 
fragmentos de unión a antígeno (“antigen-binding”). 
Cada rama tiene un único sitio de fijación de antígeno. 
La estructura básica de las inmunoglobulinas fue 
establecida por primera vez por Gerald Edelman y Rod- 
ney Porter. Cada cadena está compuesta por dominios 
identificables: algunos son constantes en secuencia y 
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FIGURA 5-24 Fagocitosis por un macrófago de un virus unido a anti- 
cuerpo. Las regiones Fe de los anticuerpos unidas a los virus se unen a 
receptores de F¢ situados en la superficie del macrófago, hacienda que e! 
macrófago fagocite al virus y lo destruya. 
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(a) Conformación sin antigeno unido 


FIGURA 5-25 Encaje inducido en la unión de un antígeno a la IgG. La 
molécula, mostrada en un contorno de superficie se ha coloreado para 
mostrar la hidrofobicidad. Las superficies hidrofóbicas están en amarillo, 
las superficies hidrofílicas en azul con matices desde azul a verde con 
amnarillo entre medio (a) Vista del fragmento Fab en ausencia de anti- 
geno (un péptido pequeño procedente de VIH) mirando hacia el sitio de 
fijación de antígeno. {b} La misma perspectiva, pero aquí el fragmento Fab 


estructura de una IgG a otra; otros son variables. Los 
dominios constantes tienen una estructura característi- 
ca conocida como el plegamiento de la inmunoglo- 
bulina, un motivo estructural muy conservado en todas 
las proteínas de la clase 8 (Capítulo 4). Hay tres de 
estos dominios constantes en cada cadena pesada y ufó 
en cada cadena ligera. Las cadenas pesada y ligera 
poseen además un dominio variable cada una, en el cual 
se encuentra la mayor parte de la variabilidad en la 
secuencia de aminoácidos. Los dominios variables se 
asocian para crear el sitio de fijación del antígeno (Fig. 
5-21), que permite la formación de un complejo antíge- 
no-anticuerpo (Fig. 5-22). 

En muchos vertebrados las IgG son solamente una 
de las cinco clases de inmunoglobulinas. Cada clase tiene 
un tipo característico de cadena pesada, llamadas a, ó, €, 
Y y u, que corresponden a las IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, 
respectivamente. Hay dos tipos de cadena ligera, x y A, 
que están presentes en todas las clases de inmunoglobu- 
linas. Las estructuras globales de las IgD y las IgE son 
similares a la de las IgG. Las IgM pueden presentarse en 
forma monomérica, unidas a membrana, o en forma de 
pentámero entrecruzado de la estructura básica cuando 
son secretadas (Fig. 5-23). Las IgA se encuentran prin- 
cipalmente en secreciones como la saliva, las lágrimas y 
la leche, pudiendo encontrarse como monómeros, díme- 
ros O trímeros. Las IgM son los primeros anticuerpos 
producidos por los linfocitos B y el principal anticuerpo 
en los primeros estadios de la respuesta inmune prima- 
ria. Algunas células B empiezan también pronto a produ- 
cir IgD (con el mismo sitio de fijación de antígeno que la 
IgM producida por la misma célula) pero la función 
específica de las IgD no está bien definida. i 

La IgG descrita anteriormente es el principal anti- 
cuerpo en la respuesta inmune secundaria, la respuesta 
iniciada por una clase de células B denominadas células 
B de memoria. Como parte de la inmunidad del organis- 
mo frente a antígenos ya conocidos, la IgG es la inmuno- 
globulina más abundante en la sangre. Cuando la IgG se 
une a una bacteria invasora o a un virus, activa ciertos 
leucocitos, como los macrófagos, para que engullan y 
destruyan al invasor, y también activa otros componen- 
tes de la respuesta inmune. Unos receptores de la 
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(b) Antígeno unido (pero no mostrado) 


(c) Antígeno unido (mostrado) 


está en la conformación de “unión”; el antigeno no está representado para 
permitir una visión sin impedimentos del sitio de fijación alterado, Observe 
que la cavidad de unión se ha agrandado y varios grupos han cambiado de 
posición. (c) La misma perspectiva que en (b), pero con el antígeno repre- 
sentado en el sitio de fijación como una estructura roja de varillas. [Fuen- 
tes. (a) PDB ID 1GGC, R. L, Stanfield et al., Structure 1:83, 1993. (b) PDB ID 
IGGÍI, J- M. Rini et ai., Proc. Nati. Acad. Sci. USA 90:6325, 1993 ] 


superficie celular de los macrófagos reconocen y unen la 
región Fc de las IgG. Cuando estos receptores de Fc se 
unen a un complejo anticuerpo-patógeno el macrófago lo 
rodea y lo incorpora por fagocitosis (Fig. 5-24). 

La IgE juega un papel muy importante en la res- 
Ea puesta alérgica, interaccionando con los basófilos 
(leucocitos fagocíticos) en la sangre y con las células 
secretoras de histamina llamadas mastocitos que están 
ampliamente distribuidas por los tejidos. Esta inmuno- 
globulina se une por su región Fc a recepiores Fe especí- 
ficos de los basófilos o de los mastocitos. De esta manera, 
la IgE actúa como una especie de receptor del antígeno. 
La unión del antígeno induce la secreción por parte de las 
células de histamina y otras aminas biológicamente acti- 
vas que provocan dilatación y aumento de la permeabili- 
dad de los vasos sanguíneos. Se cree que estos efectos 
sobre los vasos sanguíneos sirven par facilitar el despla- 
zamiento de las células y proteínas del sistema inmune 
hacía los lugares de inflamación. También provocan los 
síntomas normalmente asociados con las alergias. El 
polen y otros alergenos son reconocidos como extraños, 
desencadenando una respuesta del sistema inmune que, 
normalmente, se reserva para los patógenos. E 


Los anticuerpos se unen fuertemente y de manera 
específica al antígeno 

La especificidad de unión de un anticuerpo viene determi- 
nada por los residuos aminoácidos de los dominios varia- 
bles de sus cadenas pesada y ligera. Muchos residuos de 
estos dominios son variables, aunque no en la misma 
medida. Algunos, principalmente aquellos que recubren el 
sitio de fijación del antígeno, son hipervariables (especial- 
mente proclives a la variación). La especificidad se debe a 
la complementariedad química entre el antígeno y su sitio 
de fijación específico, en términos de forma y localización 
de grupos cargados, apolares y formadores de puentes de 
hidrógeno. Por ejemplo, un sitio de fijación con un grupo 
cargado negativamente puede unir un antígeno con una 
carga positiva en la posición complementaria. En muchos 
casos, la complementariedad se consigue de modo interac- 
tivo gracias a que las estructuras del antígeno y del sitio de 
fijación se influyen mutuamente durante la aproximación 
del ligando. A continuación, cambios conformacionales en 
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el anticuerpo y/o en el antígeno permiten una completa 
interacción entre grupos complementarios. Éste es un 
ejemplo de encaje inducido, El complejo de un péptido 
derivado del VIH (un antígeno modelo) y una molécula 


Fab mostrada en la Figura 5-25 ilustra algunas de estas 


propiedades. En este caso los cambios en la estructura 
observados al unirse el antígeno son muy llamativos. 

Una interacción antígeno-anticuerpo típica es bas- 
tante fuerte, caracterizándose por valores de Ką tan 
bajos como 10 m (recuérdese que una K} más baja 
corresponde a una interacción de unión más fuerte; 
véase la Tabla 5-1). La Ka refleja la energía derivada de 
las diversas interacciones iónicas, de enlace de hidróge- 
no, hidrofóbicas y de van der Waals que estabilizan la 
unión. La energía de unión necesaria para generar una 
Ka de 107*” m es de unos 65 kJ/mol. 


Las interacciones antígeno-anticuerpo son la base de 
diversos procesos analíticos importantes 


La extraordinaria afinidad y especificidad de unión de 
los anticuerpos los convierten en valiosos reactivos 
para análisis. Se emplean dos tipos de anticuerpos: los 
policlonales y los monoclonales. Los anticuerpos poli- 
clonales son los producidos por muchos linfocitos B 
diferentes en respuesta a un antígeno, como podría ser 
el caso de una proteína inyectada a un animal. Las célu- 
las de la población de linfocitos B producen anticuerpos 
que unen específicamente diferentes epitopos dentro 
del antígeno. Por lo tanto, una preparación policlonal 
contiene una mezcla de anticuerpos que reconocen 
diferentes partes de una proteína. Por el contrario, los 
anticuerpos monoclonales se sintetizan por una 
población de células B idénticas (un clon) crecidas en 
cultivo celular. Estos anticuerpos son homogéneos por 
lo que todos reconocen el mismo epitopo. Las técnicas 
para producir anticuerpos monoclonales fueron desa- 
rrolladas por George Köhler y Cesar Milstein. 

La especificidad de los anticuerpos tiene utilidades 
prácticas. Un anticuerpo seleccionado puede unirse 
covalentemente a una resina y utilizarse en una colum- 
na de cromatografía del tipo que se muestra en la figura 
3-17c. Cuando se añade una mezcla de proteínas a la 
columna, el anticuerpo unirá específicamente su proteí- 
na diana y la retendrá en la columna mientras que las 
otras proteínas escaparán de ella. La proteína diana 
puede entonces eluirse de la resina utilizando una solu- 
ción salina o algún otro agente. Ésta es una herramienta 
muy poderosa para la purificación de proteínas. 


En otra técnica analítica muy versátil, un anticuerpo 
puede marcarse radiactivamente o con algún otro reacti- 
vo que lo haga fácil de detectar. Cuando el anticuerpo se 
une a la proteína diana, la marca revela la presencia de 
la proteína en una solución o su localización en un gel o 
incluso en una célula viva. En la Figura 5-26 se ilustran 
algunas variantes de este procedimiento. 

Un ELISA (enzyme-linked ¿mmunosorbent assay: 
análisis del inmunoadsorbente unido a enzima) permite 
un rastreo rápido y una cuantificación de la presencia de 
un antígeno en una muestra (Fig. 5-26b). Las proteínas 
de una muestra se adsorben sobre una superficie inerte, 
normalmente una placa de poliestireno de 96 pocillos. La 
superficie se lava con una disolución de una proteína no 
específica y barata (normalmente caseína de leche des- 
cremada en polvo) para bloquear los sitios no ocupados 
evitando que otras proteínas se unan a ellos en los pasos 
siguientes. A continuación la superficie se trata con una 
solución que contenga el anticuerpo primario, un anti- 
cuerpo contra la proteína de interés. Se lava el anticuer- 
po no unido y la superficie se trata con una disolución 
que contiene un anticuerpo secundario (anticuerpo 
contra el anticuerpo primario), conjugado a un enzima 
que cataliza una reacción que da lugar a la formación de 
un productd coloreado. Después de la eliminación del 
anticuerpo secundario no unido se añade el sustrato del 
enzima conjugado. La formación de producto (medida 
colorimétricamente) es proporcional a la concentración 
de la proteína de interés en la muestra. 

En un ensayo de inmunoblot, o inmunotransfe- 
rencia también llamado transferencia Western (Fig. 
5-26c), las proteínas que se han separado mediante 
electroforesis en gel se transfieren electroforéticamente 
a una membrana de nitrocelulosa. La membrana se blo- 
quea (de la misina manera que se hace en un ELISA) y 
a continuación se trata sucesivamente con el anticuerpo 
primario, el anticuerpo secundario conjugado con el 
enzima y el sustrato. Se forma un precipitado coloreado 
únicamente sobre la banda que contiene la proteína de 
interés. La inmunotransferencia permite la detección de 
componentes minoritarios de una muestra y proporcio- 
na una aproximación de su masa molecular. 
Encontrareros otros aspectos de los anticuerpos en 
capítulos posteriores. Son extremadamente importan- 
tes en medicina y nos pueden enseñar muchas cosas 
sobre la estructura de las proteínas y la acción de los 
genes. 


RESUMEN 5.2 Interacciones complementarias entre 
proteínas y ligandos: el sistema inmune y las inmunoglobulinas 


MM La respuesta inmune está mediada por interaccio- 
nes entre un conjunto de leucocitos especializados y sus 
proteínas asociadas. Los linfocitos T producen recepto- 
res de células T. Los linfocitos B producen inmunoglobu- 
linas. Mediante un proceso denominado selección clonal, 
las células T auxiliares (helper) inducen la proliferación 
de células B y de células T citotóxicas que producen 
inmunoglobulinas o de receptores de células T que se 
unen a un antígeno específico. 

E El ser humano posee cinco clases de inmunoglobuli- 
nas, con diferentes funciones biológicas para cada una 
de ellas. La clase más abundante es las de las IgG, pro- 
teínas en forma de Y con dos cadenas pesadas y dos 


FIGURA 5-26 Técnicas con anticuerpos. La reac- 
ción especifica de un anticuerpo con su antigeno es la 
base de diversas técnicas que identifican y cuantifican 
proteínas especificas en muestras complejas. (a) 
Representación esquemática del método general. (b) 
Un ELISA para comprobar la presencia de anticuerpos 
frente al virus herpes simplex (VHS) en muestras de 
sangre. Los pocilios se recubrieron con un antígeno 
VHS al cual se le unirán los anticuerpos contia el 
VHS. El segundo anticuerpo es una anti IgG humana 
unida a la peroxidasa de rábano, Al terminar los pasos 
mostrados en (a), las muestras de sangre con mayor 
cantidad de anticuerpos frente al YHS dan un color 
amarillo más intenso. (ec) Una inmunotransferencia. 
Los carriles del 1 al 3 pertenecen a un gel de SDS; 
muestras pertenecientes a pasos consecutivos de la 
purificación de una proteína quinasa se han resuelto 
electroforéticamente y teñido con azul de Coomasie. 
Los carriles del 4 al 6 presentan las mismas muestras 
después de haber sido transferidas electroforética- 
mente a una membrana de nitrocelulosa, tras separa- 
ción en un gel de SDS. A continuación, la membrana 
se “analizó” con un anticuerpo frente a la proteína qui- 
nasa. Los números entre el gel y la inmunotransferncia 
indican el M, (en millares). [Fuentes: (b, c) State of 
Wisconsin Lab ot Hygiene, Madison, W),] 
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ligeras. Los dominios cercanos a los extremos superiores 
de la Y son hipervariables dentro de la amplia población 
de las IgG y forman dos sitios de fijación de antígeno. 


E Una inmunoglobulina determinada se une general- 
mente a una única parte, denominada epitopo, de un 
antígeno más grande. La unión suele implicar un cambio 
conformacional de la IgG a través de un encaje inducido 
con el antígeno. 


Mi Se aprovecha la gran especificidad de las inmuno- 
globulinas en técnicas analíticas tales como el ELISA y 
la inmunotransferencia. 


5.3 Interacciones proteicas moduladas 
por energía química: actina, miosina y 
motores moleculares 


Los organismos se mueven. Las células se mueven. Los 
orgánulos y las macromoléculas dentro de las células se 
mueven. La mayoría de estos movimientos se originan a 
partir de la actividad de unos fascinantes motores mole- 
culares basados en proteínas. Grandes agregados de 
proteínas motoras experimentan cambios conformacio- 
nales cíclicos que se acumulan en fuerzas direccionales 
unificadas, para lo que utilizan energía química, normal- 
mente procedente del ATP. La fuerza resultante puede 
ser pequeña, como la responsable de la separación de 
los cromosomas en la división celular, o inmensa, como 
la que eleva en el aire a un tigre de un cuarto de tonela- 
da de peso. 

Tal como se puede suponer, las interacciones entre 
las proteínas motoras muestran interacciones específicas 
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de grupos iónicos, enlaces de hidrógeno e hidrofóbicos. 
Sin embargo, en las proteínas motoras estas imteraccio- 
nes alcanzan niveles extraordinariamente altos de organi- 
zación espacial y temporal. 

Las proteínas motoras son la base de la migración 
de los orgánulos a lo largo de los microtúbulos, la rota- 
ción de los flagelos eucarióticos y bacterianos y el movi- 
miento de algunas proteínas a lo largo del DNA así como 
de la contracción muscular. Las proteínas llamadas qui- 
nesinas y dineínas se mueven a lo largo de los microtú- 
bulos en las células, transportando orgánulos o reorga- 
nizando los cromosomas durante la división celular. Es 
una interacción de la dineína con los microtúbulos la 
que origina el movimiento de los flagelos y los cilios de 
los eucariotas. En ell movimiento flagelar de las bacte- 
rias interviene un complicado motor de rotación situado 
en la base del flagelo (véase la Fig. 19-41). Las helica- 
sas, las polimerasas, y otras proteínas se mueven a lo 
largo del DNA al tiempo que llevan a cabo sus funciones 
metabólicas sobre el DNA (Capítulo 25). Aquí, nos cen- 
traremos en el bien estudiado ejemplo de las proteínas 
contráctiles del músculo esquelético de los vertebrados, 
utilizándolo como paradigma de la forma en que las pro- 
teínas transforman energía química en movimiento. 


Las principales proteínas del músculo son la miosina 

y la actina 

La fuerza para la contracción muscular se genera por la 
interacción de dos proteínas, la miosina y la actina. 
Estas proteínas están dispuestas en filamentos que lle- 
van a cabo interacciones transitorias y que se deslizan 
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FIGURA 5-27 Miosina. (a) La miosina tiene dos cadenas pesadas 
(coloreadas en dos tonos de rojo), en las que el extremo carboxilo forma 
un superenrollamiento extendido (cola) y el extremo amino-terminal 
tiene unos dominios globulares (cabezas). Con cada cabeza de miosina 
hay dos cadenas ligeras asociadas (en azul). (b) La digestión con trip- 
sina y papaína separa las cabezas de miosina (fragmentos Sl) de las 
colas (fragmentos $2). (c) Representación de cintas del fragmento S1 de 
la miosina (a partir de coorcenadas cedidas por ivan Rayment.). La 
cadena pesada se muestra en gris, las dos cadenas ligeras se muestran 
en dos tonos de azul, [Fuentes: (a) Takeshi Katayarna et al., "Stimulatory 
effects of arachidonic acid on myosin ATPase activity and contraction of 
smooth múscle via myosin motor domain” Am. J Physiol. Heart Circ 
Physiol. Vol. 298, issue 2, pp. H505-H514, February 2010, Fig. 6B. (c) 
Cortesia de iyan Rayment, University of Wisconsin Madison, Enzyme 
Institute and Department of Biochemistry, PDB 1D 2MYS, !. Rayment et 
al, Science 261:150, 1993.] 
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FIGURA 5-28 Principales componentes del músculo. (a) Los agrega- 
dos de miosina forman una estructura bipolar conocida como filamento 
grueso. (b) La actina F ensamblajes una formación filamentosa de los 
monómeros de actina G, que polimerizan en parejas adquiriendo el 
aspecto de dos filamentos que se enrollan en espiral uno sobre otro con 
una orientación dextrógira. (c) Modelo espacial de esteras de un fila- 
mento de actina (diferentes tonos de rojo) con una cabeza de miosina 
(en gris y dos tonos de azul) unida a un monómero de actina dentro del 
filamento [Fuentes: (b) Dr. Roger W. Craig, University of Massachusetts 
Medical School. {c} Cortesía de ivan Rayment, University of Wiscon- 
sin-Madison, Enzyme Institute and Department of Biochemistry; PDB ID 
2MYS, | Rayment et al., Science 261:50, 1993.] 


unos sobre otros para realizar la contracción. En con- 
junto la actina y la miosina conforman el 80% de la masa 
proteica muscular. 

La miosina (M, 520.000) tiene seis subunidades: 
dos cadenas pesadas (cada una con M, 220.000) y cua- 
tro cadenas ligeras (cada una con M, 20.000). Las cade- 
nas pesadas constituyen la mayor parte de la estructura 
global. Se hallan dispuestas como hélices a extendidas 
en su extremo carboxilo-terminal, dispuestas unas 
sobre las otras con un superenrollamiento levógiro for- 
mando una fibra del tipo de la «a-queratina (Fig. 
5-27a). En su extremo amino-terminal cada cadena 
pesada tiene un gran dominio globular donde se encuen- 
tra el sitio de hidrólisis del ATP. Las cadenas ligeras 
están asociadas con los dominios globulares. Tras un 
breve tratamiento de la miosina con la proteasa tripsina, 
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(a) 


Miofibrillas 


se corta la mayor parte de la cola fibrosa y se divide la 
proteína en dos componentes llamados meromiosina 
ligera y pesada (Fig. 5-27b). El dominio globular, llama- 
do subfragmento 1 o S1 de la miosina, o simplemente 
“cabeza” de la miosina, se puede liberar de la meromio- 
sina pesada por tratamiento con papaína dando lugar al 
subfragmento 2 de la miosina o S2. El fragmento Sl es 
el dominio motor que permite la contracción muscular. 
Los fragmentos S1 pueden cristalizarse y su estructura 
global se muestra, tal como fue determinada por Ivan 
Rayment y Hazel Holden, en la Figura 5-27c. 

En las células musculares, las moléculas de miosina 
se agregan para formar las estructuras llamadas fila- 
mentos gruesos (Fig. 5-28a). Estas estructuras en 


FIGURA 5-30 Contracción muscular, 
Los filamentos gruesos son estructuras 
bipolares creadas por la asociación de 
muchas moléculas de miosina. (a) La 
contracción muscular se produce por el 
deslizamiento de los filamentos gruesos 
y delgados entre ellos de manera que los 
díscos Z de bandas | vecinas se aproxí- 
man entre sí. (b) Los filamentos gruesos 
y delgados se disponen de manera que 
cada filamento grueso está rodeado por 
seis filamentos delgados. 


Filamento Filamento 
delgado 
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(a) 


(b) 


Núcleos E ` 
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FIGURA 5-29 Músculo esquelético. (a) 
Las fibras musculares están formadas por 
células multinucieadas alargadas que se orj- 
ginan por la fusión de muchas células precur- 
soras. Dentro de las fibras hay muchas miofi- 
brillas (aquí se muestran sólo seis para una 
mayor claridad), que están rodeadas por el 
reticulo sarcoplasmático membranoso. La 
organización de los filamentos gruesos y del- 
gados dentro de la miofibrilla le confiere una 
apariencia estriada. Cuando el músculo se 
contrae jas bandas | se estrechan y los discos 
7 se acercan entre sí, como puede observarse 
en las micrografías electrónicas del músculo 
relajado (b) y contraído (ce). [Fuente: (b,c) 
James E. Dennis/Phototake.] 


> Capilares 
Fibra muscular 
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forma de varilla actúan como núcleo de la unidad con- 
tráctil. Varios centenares de moléculas de miosina se 
disponen en un filamento grueso con sus “colas” fibro- 
sas asociadas para formar una larga estructura bipolar, 
Los dominios globulares se proyectan a partir de cual- 
quiera de los dos extremos de esta estructura a modo de 
grupos apilados de forma regular. 

La segunda de las proteínas principales del múscu- 
lo, la actina, abunda en casoi todas las células eucario- 
tas. En el músculo, las moléculas de actina monomérica 
llamada actina G (actina globular: M, 42.000), se asocian 
para formar largos polímeros llamados actina F (actina 
filamentosa). Los filamentos delgados (Fig. 5-28b) 
están formadas por actina F junto con las proteínas 
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troponina y tropomiosina (que se describen más adelan- 
te). Las partes filamentosas de los filamentos delgados 
se asocian al añadirse sucesivas moléculas de actina 
monomérica a un extremo. Además, cada monómero 
une ATP y a continuación lo hidroliza a ADP, de manera 
que todas las moléculas de actina del filamento forman 
complejos con ADP. Esta hidrólisis de ATP por la actina 
se produce sólo en la formación de los filamentos; no 
contribuye directamente a la energía gastada en la con- 
tracción muscular. Cada monómero de actina del fila- 
mento delgado puede unirse fuertemente y de manera 
específica a una cabeza de miosima (Fig. 5-28c). 


Otras proteínas adicionales organizan los filamentos 
delgado y grueso para dar estructuras ordenadas 


El músculo esquelético consiste en haces paralelos de 
fibras musculares, siendo cada fibra una única célula 
multinucleada de gran tamaño, de 20 a 100 ¿um de diáme- 
tro, formada a partir de la fusión de muchas células y con 
una longitud a veces igual a la del propio músculo. Cada 
fibra contiene unas 1.000 miofibrillas, de 2 ¡um de diá- 
metro, estando formada cada una por un gran número de 
filamentos delgados y gruesos en complejo con otras pro- 
teínas y dispuestos de manera regular (Fig. 5-29). Un 
sistema de vesículas membranosas planas llamado retí- 
culo sarcoplasmático rodea cada miofibrilla. Al exami- 
narse al microscopio electrónico, las fibras musculares 
muestran regiones alternas de alta y baja densidad elec- 
trónica, llamadas bandas A y bandas I (Fig. 5-29b, c). 
Las bandas A e I se deben a la disposición de los filamen- 
tos gruesos y delgados, que están alineados y parcialmen- 
te solapados. La banda I es la región del haz cuyo corte 
transversal sólo contendría filamentos delgados. La banda 
A, más oscura, es igual de larga que los filamentos gruesos 
e incluye la región de solapamiento entre filamentos grue- 
sos y delgados paralelos. La banda I está biseccionada por 
una fina estructura llamada disco Z, perpendicular a los 
filamentos delgados y que actúa como un ancla a la cual 
se unen estos filamentos. La banda A también está bisec- 
cionada por una línea fina, la línea M o disco M, que es 
una región de alta densidad electrónica en el centro de los 
filamentos gruesos. El conjunto de la unidad contráctil, 
los haces de filamentos gruesos solapados en cada uno de 
sus extremos con haces de filamentos delgados, se deno- 
mina sarcómero. La disposición de los haces yuxtapues- 
tos permite que los filamentos gruesos y delgados se 
deslicen unos sobre otros (mediante un mecanismo que 
discutiremos más adelante), provocando un acortamiento 
progresivo de cada sarcómero (Fig. 5-30). 

Los filamentos delgados de actina están unidos en un 
extremo al disco Z siguiendo un patrón regular. El conjun- 
to incluye las proteínas musculares minoritarias ar-actini- 
na, desmina y vimentina. Los filamentos delgados 
también contienen una gran proteína llamada nebulina 
(7.000 aminoácidos), la cual podría disponerse en forma 
de una hélice a suficientemente larga como para abarcar 
toda la longitud del filamento. La línea M organiza los 
filamentos gruesos de una manera similar. Contiene las 
proteínas paramiosina, proteína C y proteína M. Otra 
clase de proteínas llamadas titinas, las cadenas polipep- 
tídicas simples más largas que se conocen hasta el 
momento (la titina del músculo cardíaco humano tiene 
26.926 residuos aminoácidos), unen los filamentos 
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FIGURA 5-31 Mecanismo molecular de la contracción muscular. Una 
serie de cambios de conformación en la cabeza de miosina, acoplados a 
fases del ciclo hidrolítico del ATP, hacen que la miosina se disocie suce- 
sivamente de una subunidad de actina y a continuación se asocie a otra 
más alejada del filamento de actina. De esta manera las cabezas de mio- 
sina se deslizan a lo largo de los filamentos delgados, arrastrando a los 
filamentos gruesos dentro del entramado de filamentos delgados (véase 
la Fig. 5-30). 
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FIGURA 5-32 Regulación de la contracción muscular por la tropo- 
miosina y la troponina. La tropomiosina y la troponina están unidas a la 
actina F en los filamentos delgados. En el músculo relajado, estas dos 
proteínas están dispuestas alrededor de los filamentos de actina de 
manera que bloquean los sitios de unión para la miosina. La lropornio- 
sina es una superhélice de dos cadenas de hélice a, la misma estructura 
que la de la a-queratina (véase la Fig. 4-11). Forma polímeros cabe- 
za-cola que se doblan alrededor de las dos cadenas de actina. La tropo- 
nina se une al complejo actina-tropomiosina a intervalos regulares de 
38,5 nm. La troponina está formada por tres subunidades difrentes: |, C 
y T. La troponina | impide la unión de la cabeza de miosina a la actina; la 
troponina Č tiene un sitio de unión de Ca?" y la troponina T une el com- 
plejo entero de troponina a la tropomiosina. Cuando el músculo recibe 
una señal nerviosa para iniciar la contracción, se libera Ca?” del retículo 
sarcoplasmático (véase la Fig. 5:29a) y se une a la troponina C. Esto 
produce un cambio de conformación en ta troponina C que altera las 
posiciones de la troponina | y de la tropomiosina de manera que se libera 
la inhibición por la troponina I y se permite la contracción muscular. 


gruesos al disco Z, lo que proporciona un nivel adicional 
de organización a la estructura global. Se cree que, entre 
sus funciones estructurales, tanto la nebulina como la 
titina actúan como “reglas moleculares”, ue regulan la 
longitud de los filamentos gruesos y delgados, respectiva- 
mente. La titina se extiende del disco Z a la línea M, regu- 
lando la longitud del sarcómero y evitando una hiperex- 
tensión del músculo. En los vertebrados la longitud 
característica de un sarcómero varía de un tejido muscu- 
lar a otro, un fenómeno atribuible en gran medida a la 
presencia de diferentes variantes de titina en los tejidos. 


Los filamentos gruesos de miosina se deslizan a lo largo 
de los filamentos delgados de actina 


La interacción entre la actina y la miosina, igual que 
cualquier otra entre proteínas y ligandos, está basada en 
enlaces débiles. Cuando no hay ATP unido a la miosina, 
una cara del grupo de cabeza de ésta se une fuertemen- 
te a la actina (Fig. 5-31). Cuando el ATP se une a la 
miosina y se hidroliza a ADP y fosfato, se produce una 
serie de cambios de conformación coordinados median- 
te los cuales la miosina libera la subumidad F de la actina 
y se une a otra subunidad en una posición más alejada 
del filamento delgado. 

El ciclo consta de cuatro pasos principales (Fig. 
5-31). En el paso @, el ATP se une a la miosina se abre 
una hendidura en la molécula de miosina, a consecuencia 
de lo cual se deshace la interacción actina-miosina, libe- 
rándose la actina. A continuación el ATP se hidroliza en el 
paso ®@, provocando un cambio conformacional en la 
proteína, que pasa a un estado de “alta energía” que hace 
que la cabeza de miosina se mueva y cambie su orienta- 
ción con respecto al filamento delgado de actina. La mio- 
sina se une, entonces, débilmente a una subunidad de 
actina F más cercana al disco Z que la que acaba de libe- 
rar. En el paso €) se produce otro cambio conformacional 
cuando el fosfato, producto de la hidrólisis del ATP, es 
liberado de la miosina. Este cambio consiste en el cierre 
de la hendidura de la miosina que fortalece la unión acti- 
na-miosina. Inmediatamente a continuación se produce el 


paso O), un “golpe de energía” en el que la conformación 
de la cabeza de miosina vuelve a su estado de reposo 
original, con un cambio en su orientación relativa con 
respecto a la actina unida que hace que la cola de la mio- 
sina se aproxime al disco Z. A continuación se libera ADP 
para completar el ciclo. Cada ciclo genera entre 3 y 4 pN 
(piconewtons) de fuerza y mueve el filamento grueso de 
5 a 10 nm con respecto al filamento delgado. 

Debido al gran número de cabezas de miosina pre- 
sentes en un filamento grueso, en cualquier momento 
habrá algunas de ellas (probablemente entre el 1% y el 
3%) unidas a filamentos delgados. Esto evita que los 
filamentos gruesos puedan deslizarse hacia atrás cuan- 
do una cabeza individual de miosina libera la subunidad 
de actina a la que estaba unida. De este modo, el fila- 
mento grueso se desliza activamente hacia adelante 
sobre los filamentos delgados adyacentes. Este proceso, 
coordinado entre los muchos sarcómeros de una fibra 
muscular, genera la contracción muscular. 

La interacción entre la actina y la miosina debe ser 
regulada de manera que la contracción muscular sólo se 
produzca como respuesta a las señales adecuadas con 
origen en el sistema nervioso. De esta regulación se 
encarga uMeomplejo formado por dos proteínas, la tro- 
pomiosina y la troponina (Fig. 5-32). La tropomiosma 
se une al filamento delgado, bloqueando los sitios de 
fijación para los grupos de las cabezas de miosina. La 
troponina es una proteína que une Ca?”*, El impulso ner- 
vioso provoca la liberación de Ca** del retículo sarcoplás- 
mico. El Ca” liberado se une a la troponina (otra interac- 
ción proteína-ligando) y provoca un cambio conformacio- 
nal en los complejos de tropomiosina-troponina, expo- . 
niendo los sitios de fijación para miosina de los filamentos 
delgados. A continuación se produce la contracción. 

El músculo esquelético en funcionamiento requiere 
dos tipos de funciones moleculares que son comunes 
entre las proteínas: unión y catálisis. La interacción 
entre la actina y la miosina, una interacción de tipo pro- 
teína-ligando igual que la que se da entre las inmunoglo- 
bulinas y los antígenos, es reversible y no modifica a las 
moléculas que participan en ella. Sin embargo el ATP se 
hidroliza a ADP y P; cuando se une a la miosina. La mio- 
sina no es sólo una proteína de unión a actina sino que 
es también una ATPasa, un enzima. La función de los 
enzimas como catalizadores de transformaciones quími- 
cas es el tema del próximo capítulo. 


RESUMEN 5.3 Interacciones proteicas moduladas por 
energía química: actina, miosina y motores moleculares 


MM Las interacciones proteína-ligando adquieren un 
grado especial de organización espacial y temporal en las 
proteínas motoras. La contracción muscular es el resulta- 
do de un conjunto de interacciones entre miosina y acti- 
na, acopladas a la hidrólisis del ATP a cargo de la miosina. 
MM La miosina consiste en dos cadenas pesadas y cua- 
tro cadenas ligeras que forman un dominio enrollado 
superhelicoidal fibroso (cola) y un dominio globular 
(cabeza). Las moléculas de miosina se organizan en 
filamentos gruesos que se deslizan sobre filamentos 
delgados compuestos principalmente por actina. La 
hidrólisis de ATP en la miosina se acopla a una serie de 
cambios conformacionales en la cabeza de la miosina 
que conducen a la disociación de la miosma de una 
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subunidad de actina F y su posterior reasociación con 
otra subunidad, en una posición más alejada en el fila- 
mento delgado. De este modo, la miosina de desliza a lo 
largo de los filamentos de actma. 

MM La contracción muscular es estimulada por la libera- 
ción de Ca” del retículo sarcoplasmático. El Ca” se une 
a la proteína troponina, provocando un cambio confor- 
macional en un complejo troponina-tropomiosina que da 
lugar al inicio del ciclo de interacciones actina-miosina 


E Términos clave 
Todos los términos en negrita están definidos en el glosario. 


ligando 157 linfocitos B 
sitio de fijación 157 o células B 174 
encaje inducido 157 linfocitos T 
hemoglobina 158 o células T 174 
hemo 158 antígeno 175 
porfirina 158 epitopo 175 
hemoproteína 158 hapteno 175 
globinas 159 plegamiento tipo 
ecuación de equilibrio 160 inmunoglobulina 177 
constante anticuerpos 

de asociación, K, 160 policlonales 178 
constante anticuerpos 

de disociación, Ką 160 monoclonalesv!78 
proteína alostérica 166 ELISA 178 
ecuación de Hill 167 inmunotransferencia 178 
efecto Bohr 170 transferencia 
respuesta inmune 174 Western 178 
linfocitos 174 miosina 180 
anticuerpo 174 actina 181 


inmunoglobulina 174 sarcómero 182 


E Problemas 


1. Relación entre las constantes de afinidad y de diso- 
ciación La proteína A tiene un sitio de fijación para el ligando 
X con una K¿ de 10®m. La proteína B tiene un sitio de fijación 
para el ligando con una K4 de 10” m. ¿Qué proteína tiene ma- 
yor afinidad para el ligando X? Explique el razonamiento. Con- 
vierta la Á en X, para ambas proteínas. 


2. Cooperatividad negativa ¿Cuál de las situaciones si- 
guientes daría lugar a una curva de Hill con ny < 1,0? Explique 
su razonamiento en cada caso. 

(a) La proteína tiene múltiples subunidades, cada una con 
un único sitio de fijación de ligando. La unión del ligando a un 
sitio disminuye la afinidad de unión de los otros sitios de fija- 
ción de ligando. 

(b) La proteína es un único polipéptido con dos sitios de 
fijación de ligando, cada uno de ellos con una afinidad dife- 
rente para el ligando. 

(c) La proteína es un único polipéptido con un único sitio 
de fijación de ligando. Una vez purificado, el preparado pro- 
teico es heterogéneo y contiene algunas moléculas de proteína 
que están parcialmente desnaturalizadas, por lo que poseen 
una menor afinidad de unión para el ligando. 


3. Afinidad por el oxígeno en la hemoglobina ¿Cuál es el 
efecto de los siguientes cambios sobre la afinidad de la hemog- 
lobina por el O}? (a) Un descenso del pH del plasma sanguíneo 
de 7,4 a 7,2. (b) Un descenso de la presión parcial de CO, en 
los pulmones de 6 kPa (aguantando la respiración) a 2 kPa 


(normal). (c) Un aumento del nivel de BPG de 5 mm (altitud 
normal) a 8 mm (grandes altitudes). (d) Un incremento en CO 
desde 1,0 parte por millón (ppm) en una atmósfera interior 
normal hasta 30 ppm en una casa en la que el horno de gas 
funciona mal o tiene pérdidas. 


4. Unión reversible de ligandos 1 La proteína calcineurina 
se une a la proteína calmodulina con una velocidad de asocia- 
ción de 8,9 x 10° ms”? y una constante de disociación global, 
Ka de 10 nm. Calcule la velocidad de disociación, Xa, y expré- 
sela en las unidades adecuadas. 


5. Unión revesible de ligandos II Una proteína se une a un 
ligando L con una K, de 400nm. ¿Cual es la concentración de 
ligando cuando Y es (a) 0,25, (b) 0,6, (c) 0,95? 


6. Unión reversible de ligandos II Tres proteínas recepto- 
ras de membrana unen fuertemente una hormona. Basándose 
en los datos de la tabla siguiente, (a) ¿Cuál es la K¿ para la 
unión de la hormona por la proteína 2? (Incluya las unidades 
adecuadas). (b) ¿Cual de estas proteínas se une más fuerte- 
mente a esta hormona? 


Concentración Y 
de hormona (nm) Proteína 1 Proteína 2 Proteína 3 
0,2 0,048 0,29 0,17 
0,5 0,11 0,5 0,33 
l 0,2 0,67 0,5 
4 0,5 0,89 0,8 
10 0,71 0,95 0,91 
20 0,83 0,97 0,95 


50 0,93 0,99 0,98 
7. Cooperatividad en la hemoglobina En circunstancias 
adecuadas, la hemoglobina se disocia en sus cuatro subunida- 
des. La subunidad a aislada une oxígeno, pero la curva de sa- 
turación de O; es hiperbólica en lugar de sigmoidea. Además, 
la unión de oxígeno a la subunidad a aislada no se ve afectada 
por la presencia de H*, CO; o BPG. ¿Qué indican estas obser- 
vaciones sobre el origen de la cooperatividad en la 
hemoglobina? 


8. Comparación de las hemoglobinas fetal y materna Los 
estudios sobre transporte de oxígeno en mamíferos en estado de 
gestación han demostrado que las curvas de saturación por O, de 
las sangres materna y fetal son claramente diferentes cuando se 
miden en las mismas condiciones. Los eritrocitos fetales contie- 
nen una variante estructural de la hemoglobina, la HbF, que con- 
siste en dos subunidades a y dos subunidades y (ayy), mientras 
que los eritrocitos maternos contienen la HbA (0%). 

(a) ¿Cuál de las dos hemoglobinas tiene una mayor afini- 
dad por el oxígeno en condiciones fisiológicas, la HbA o la 
HbF? Explíquelo. 

(b) ¿Cuál es el significado fisiológico de la diferente afini- 
dad por el oxígeno? 

(c) Cuando se retira todo el BPG presente en muestras de 
HbA y HbF las curvas de saturación de O, (y como consecuen- 
cia las afinidades por el Oz) se desplazan hacia la izquierda. No 
obstante, en esta situación la HbA tiene una mayor afinidad 
por el oxígeno que la HbF. Cuando se reintroduce el BPG las 
curvas de saturación de O, vuelven a la normalidad, tal como 
se muestra en el gráfico. ¿Cuál es el efecto del BPG sobre la 
afinidad por el O, de la hemoglobina? ¿Cómo puede utilizarse 
esta información para explicar las diferentes afinidades por el 
O, de las hemoglobinas fetal y materna? 
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(F) 9. Variantes de la hemoglobina En la naturaleza se 


presentan casi 500 variantes de la hemoglobina. La ma- 
yoría son el resultado de un único cambio de aminoácido en 
una cadena polipeptídica de globina. Algunas variantes provo- 
can enfermedades aunque no todas tienen efectos negativos. 
A continuación se presenta una breve muestra: 
HbS (Hb de la célula falciforme): sustitución de una Val por un 

Glu en la superficie 
Hb Cowtown: elimina un par iónico implicado en la estabiliza- 

ción del estado T 
Hb Memphis: sustitución de un residuo polar sin carga por otro 

de tamaño similar en la superficie 
Hb Bibba: sustitución de una Pro por una Leu implicada en una 

hélice a: 

Hb Milwaukee: sustitución de un Glu por una Val 

Hb Providence: sustitución de una Lys por una Asn que se pro- 
yecta normalmente hacia la cavidad central del tetrámero 

Hb Philly: sustitución de una Tyr por una Phe, que rompe el 

enlace de hidrógeno en la interfase œ; 4, 

Explique su elección para cada una de las siguientes 
situaciones: 

(a) La variante de Hb que tendrá menor probabilidad de 
provocar síntomas patológicos. 

(b) La variante o variantes que tengan más probabilidad 
de mostrar valores de pl diferentes al de la HbA al analizarlas 
en un gel de enfoque isoeléctrico. 

(c) La variante o variantes que tengan más posibilidades 
de mostrar una disminución en la unión de BPG y un aumento 
de la afinidad global de la hemoglobina por el oxígeno. 


10. Unión de oxígeno y estructura de la hemoglobina Un 
equipo de bioquímicos utiliza la ingeniería genética para modi- 
ficar la interfase entre subunidades de hemoglobina. Las va- 
riantes resultantes se presentan en disolución principalmente 
como dímeros af (tetrámeros as, hay pocos, o ninguno). 
¿Es probable que estas variantes unan oxígeno más débil- 
mente o más fuertemente? Explique su respuesta. 


11. Unión reversible (aunque fuerte) a un anticuerpo Un 
anticuerpo se une a un antígeno con una Xy de 5x 10m. ¿A 
qué concentración de antígeno Y será igual a: (a) 0,2, (b) 0,5. 
(c) 0,6, (d) 0,8? 


12. Uso de anticuerpos para demostrar las relaciones 
entre estructura y función en las proteínas Un anticuerpo 
monoclonal se une a la actina G pero no a la actina F. ¿Qué nos 
dice esto sobre el epitopo reconocido por el anticuerpo? 


El 13. El sistema inmune y las vacunas Un organismo 
huésped necesita tiempo, a menudo días, para presen- 
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tar una respuesta inmune frente a un nuevo antígeno, pero las 
células de memoria permiten una respuesta rápida frente a los 
patógenos a los que se ha tenido una exposición previa. á me- 
mudo, una vacuna que protege frente una determinada infec- 
ción vírica suele consistir en un virus muerto o inactivado o en 
proteínas aisladas a partir de una proteína de la envuelta ví- 
rica. Normalmente la vacuna no provoca infección ni enferme- 
dad cuando se inyecta en un paciente humano, aunque 
“enseña” de manera efectiva al sistema inmune cómo son esas 
partículas víricas, estimulando la producción de células de me- 
moria. Cuando hay una infección posterior, estas células pue- 
den unirse al virus y desencadenar una rápida respuesta 
inmune. Algunos patógenos, incluido el VIH, han desarrollado 
mecanismos para eludir la acción del sistema inmune, ha- 
ciendo que sea muy difícil o incluso imposibie el desarrollo de 
vacunas efectivas frente a ellos. ¿Qué estrategia podría utilizar 
un patógeno para eludir al sistema inmune? Suponga que el 
huésped dispone de anticuerpos, receptores T o ambos, capa- 
ces de unirse a cualquier estructura que pueda aparecer en la 
superficie de un patógeno y que, una vez unidos, el patógeno 


destruido. 
A El modo en que nos quedamos “tiesos” Cuando se 
muere un vertebrado superior, sus músculos quedan rígidos al 
ser privados de ATP, un estado llamado rigor mortis. Apli- 
cando su conocimiento sobre el ciclo catalítico de la miosina 
en la contracción muscular explique la base molecular de este 
fenómeno. 


15. Los sarcómeros desde otro punto de vista La sime- 
tría de los filamentos gruesos y delgados dentro de un sarcó- 
mero es tal que cada filamento grueso suele estar rodeado por 
seis filamentos delgados dispuestos en forma hexagonal. Di- 
buje una sección sagital (corte transversal) de una miofibrilla 
en los siguientes lugares: (a) en la línea M, (b) a través de la 
banda Í, (c) a través de la región densa de la banda A, (d) a 
través de la región menos densa de la banda A, adyacente a la 
línea M (véase la Fig. 5-29b, c). 
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16. Lisozima y anticuerpos Para poder apreciar completa- 
mente cómo funcionan las proteínas en una célula es muy útil 
tener una visión tridimensional de cómo interactúan las proteí- 
nas con otros componentes celulares. Afortunadamente, esto 
es posible utilizando las bases de datos de proteínas que se 
encuentran en la Web y programas de visualización molecular 
tridimensional tales como JSmol un visualizador molecular 
gratuito y de fácil utilización que es compatible con la mayoría 
de navegadores y sistemas operativos. 
En este ejercicio examinará las interacciones entre el enzima 
lisozima (Capítulo 4) y el fragmento Fab del anticuerpo antili- 
sozima. Utilice el identificador del PDB 1FDL para explorar la 
estructura del complejo entre el fragmento Fab de IgG 1-lisozima 
(complejo antígeno-anticuerpo). Para responder a las siguien- 
tes preguntas, use la información de la página de Resumen de la 
Estructura del Protein Data Bank (www.rcsb.org) y visualice la 
estructura utilizando JSmol, o un visualizador similar. 

(a) ¿Qué cadenas del modelo tridimensional correspon- 
den al fragmento de anticuerpo y cuales al antígeno, lisozima? 

(b) ¿Qué tipo de estructura secundaria predomina en este 
fragmento Fab? 

(c) ¿Cuántos residuos aminoácidos hay en las cadenas pe- 
sadas y ligeras del fragmento Fab? ¿ y en la lisozima? Estime el 
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porcentaje de la molécula de lisozima que interacciona con el 
sitio de fijación de antígeno del fragmento de anticuerpo. 

(d) Identifique los residuos aminoácidos específicos de la 
lisozima y de las regiones variables de las cadenas pesada y li- 
gera de Fab que están situados en la interfase antígeno-anti- 
cuerpo. ¿Son estos residuos contiguos en la secuencia primaria 
de las cadenas polipeptídicas? 


17. Estudio de anticuerpos en el Protein Data Bank Uti- 
lice el artículo Molécula del Mes del PDB en www.rcsb.org/ 
pdb/101/motm.do?momID-21 para completar los ejercicios 
siguientes: 

(a) ¿Cuantos sitios específicos de fijación de antígeno hay 
en la primera imagen de inmunoglobulina de la página web 
(imagen procedente de PDB ID 11GT)? 

(b) Cuando entra un virus en sus pulmones, ¿cuanto tarda 
Vd. en producir uno o más anticuerpos que se unan al mismo? 

(c) ¿Cuantos tipos de anticuerpos diferentes se encuen- 
tran presentes, aproximadamente, en su sangre? 


(d) Explore la estructura de la molécula de inmunoglobu- . 


lina (PDB ID 1IGT) de la página web clicando el enlace en el 
artículo o yendo directamente a www.rcsb.org/pdb/explore/ 
explore.do?structureld=1igt. Utilice unos de los visores de es- 
tructura proporcionados en el sitio PDB para crear una estruc- 
tura de cintas de esta inmunoglobulina. Identifique las dos 
cadenas ligeras y las dos cadenas pesadas y asígneles colores 
diferentes. 
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18. Función proteica Durante la década de 1980 las estruc- 
turas de actina y miosina, sólo se conocían la resolución que se 
observa en la Figura 5-28a, b. A pesar de que se sabía que la 
parte S1 de la miosina se unía a actina e hidrolizaba ATP, exis- 
tía mucha discusión acerca de donde se generaba la fuerza de 
contracción en la molécula de miosina. En aquel momento se 
propusieron dos modelos alternativos para explicar el meca- 
nismo de generación de fuerza en la miosina. 

Según el modelo de la “bisagra”, S1 se unía a actina, pero 
la fuerza de arrastre se generaba por contracción de la “región 
bisagra” en la cola de la miosina. La región bisagra está en la 
parte de meromiosina pesada de la molécula de miosina, cerca 
de donde la tripsina libera por digestión la meromiosina ligera 
(véase la Fig. 5-27b). Éste es aproximadamente el punto lla- 
mado “Dos hélices a superenrolladas” de la Figura 5-27a. Se- 
gún el modelo “51”, la fuerza de arrastre se generaba en ia 
misma “cabeza” S1 y la cola sólo servía para fines de soporte 
estructural. 

Se llevaron a cabo muchos experimentos sin que dieran 
lugar a conclusiones claras. En 1987, James Spudich y colabo- 
radores en la Universidad de Stanford publicaron un estudio 
que, sin ser concluyente, daba un gran paso en la resolución de 
esta controversia. 

Las técmcas de DNA recombinante no estaban entonces lo 
suficientemente desarrolladas para poder estudiar este tema 
in vivo, por lo que Spudich y colaboradores usaron un intere- 
sante ensayo de motilidad in vitro. El alga Nitella tiene células 
extraordinariamente largas, a menudo de varios centímetros 
de longitud y de 1 mm de diámetro aproximadamente. En es- 
tas células hay fibras de actina que se distribuyen según sus 
ejes longitudinales y las células se pueden abrir longitudinal- 
mente con lo que quedanexpuestas sus fibras de actina. Spu- 
dich y su grupo habían observado que cuentas de plástico 
recubiertas de miosina podían “caminar” a lo largo de estas fi- 


bras en presencia de ATP, del mismo modo como lo hacía la 
miosina en la contracción muscular. 

Para llevar a cabo estos experimentos usaron un método 
mejor definido para unir la miosina a las cuentas. Las “cuentas” 
eran aglomerados de células bacterianas muertas (Staphylo- 
coccus aureus). Estas células tienen una proteína en su su- 
perficie que se une a la región Fc de moléculas de anticuerpo 
(Fig. 5-21a). Los anticuerpos, por su parte, se unen a varios 
lugares (desconocidos) de la cola de la molécula de miosina. 
Cuando se preparan complejos cuenta-anticuerpo-miosina con 
moléculas de miosina intactas, se mueven a lo largo de las fi- 
bras de actina de Nitella en presencia de ATP. 

(a) Dibuje un diagrama que muestre el aspecto que podría 
tener un complejo cuenta-anticuerpo-miosina a nivel 
molecular. 

(b) ¿Por qué era necesario ATP para que las cuentas se 
movieran a lo largo de las fibras de actina? 

(c) Spudich y colaboradores usaron anticuerpos que se 

unían a la cola de la miosina:QPor qué habría fallado este expe- 
rimento si hubieran utilizado ùn anticuerpo que se uniera a la 
parte S1 que es la que normalmente se une a actina? ¿Por qué 
habría fallado este experimento si hubieran utilizado un anti- 
cuerpo que se uniera a actina? 
Para concentrarse en la parte de la molécula de miosina res- 
ponsable de la producción de fuerza, Spudich y colaboradores 
usaron tripsina para producir dos moléculas de miosina parcia- 
les (véase la Fig. 5-27b): (1) meromiosina pesada (HMM), ge- 
nerada mediante una breve digestión de miosina con tripsina; 
HMM contiene la parte S1 y la parte de la cola que incluye la 
bisagra; y (2) meromiosina pesada corta (SHMM), generada 
por una digestión más larga de HMM con tripsina; SHMM con- 
tiene S1 y una parte más corta de la cola que no incluye la bi- 
sagra. Una digestión breve de miosina con tripsina produce 
HMM y meromiosina ligera por rotura de un único enlace pep- 
tídico específico en la molécula de miosina. 

(d) ¿Cuál es la razón de que la tripsina pueda atacar este 

enlace antes que a todos los demás de la miosina? 
Spudich y colaboradores prepararon complejos de cuenta-an- 
ticuerpo-miosina con cantidades variables de miosina, HMM y 
SHMM y midieron sus velocidades sobre las fibras de actina de 
Nuella en presencia de ATP. En el gráfico siguiente se repre- 
sentan sus resultados. 

(e)¿Qué modelo (“S1” o “bisagra”) es eonsistente con es- 
tos resultados? Explique su razonamiento. 


Densidad de miosina 


o fragmento de miosina unido a las cuentas 


(mm/s) 


Velocidad de las cuentas 


(P Proponga una explicación plausible para el hecho de 
que la velocidad de las cuentas aumente con el aumento de la 
densidad de la miosina. 

(8) Proponga una explicación plausihle para el hecho de 
que la velocidad de las cuentas llegue a una meseta a altas 
densidades de miosina. 


La digestión más larga con tripsina necesaria para producir 
SHMM tenía un efecto secundario: otra rotura específica de la 
cadena polipeptídica de la miosina además de la que se produ- 
cía en la cola. El segundo lugar de corte estaba en la cabeza 51. 
(h) ¿Por qué resulta sorprendente que SHMM sea todavía 
capaz de mover las cuentas a lo largo de las fibras de actina? 
(1) Se vio que la estructura terciaria de la cabeza S1 per- 
manecía intacta en SHMM. Proponga una explicación plausible 
para el hecho de que la proteína esté todavía intacta y sea 


| 
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funcional a pesar de que se haya roto la cadena polipeptídica y 
ya no sea continua. 
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CAPÍTULO 6 


Enzimas 
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xisten dos condiciones fundamentales para la 

vida. En primer lugar, la entidad viva ha de poder 

autorreplicarse (un tema que se considera en la 
Parte ID); en segundo lugar, ha de poder catalizar reac- 
ciones químicas de manera eficiente y selectiva. La 
importancia central de la catálisis puede sorprender 
pero es fácil demostrarla. Como se describió en el Capí- 
tulo 1, los sistemas vivos utilizan la energía de su entor- 
no. Muchos de nosotros, por ejemplo, consumimos 
cantidades sustanciales de sacarosa -azúcar de mesa 
común- como un tipo de combustible, generalmente en 
forma de alimentos y bebidas dulces. La conversión de 
la sacarosa en CO, y H,O en presencia de oxígeno es un 
proceso muy exergónico, que libera energía libre que 
podemos utilizar para pensar, movernos, saborear y 
ver. Sin embargo, una bolsita de azúcar se puede alma- 
cenar durante años sin que sufra ninguna transforma- 
ción evidente a CO, y H,O. Siendo este proceso quími- 
co termodinámicamente favorable, es, sin embargo, 
muy lento. Aun así, cuando un humano (o casi cual- 
quier otro organismo) consume sacarosa, la energía 
química se libera en segundos. La diferencia está en la 
catálisis. Sin catálisis, las reacciones químicas que, 
como la de la oxidación de la sacarosa, son necesarias 
para mantener la vida, no podrían darse en una escala 
útil de tiempo. 

En este capítulo dirigimos, pues, nuestra atención 
hacia los catalizadores de las reacciones en los sistemas 
biológicos: los enzimas, las proteínas más notables y de 
mayor especialización. Los enzimas tienen un gran 
poder catalítico, a menudo muy superior al de los cata- 
lizadores sintéticos o inorgánicos. Poseen un elevado 
grado de especificidad respecto a sus sustratos, acele- 
ran espectacularmente las reacciones químicas y fun- 
cionan en soluciones acuosas en condiciones muy sua- 


ves de temperatura y pH. Hay pocos catalizadores no 
biológicos que tengan todas estas propiedades. 

Los enzimas están en el centro de todos los proce- 
sos bioquímicos. Actuando en secuencias organizadas 
catalizan cientos de reacciones consecutivas en las que 
se degradan nutrientes, se conserva y transforma la 
energía química y se fabrican las macromoléculas bioló- 
gicas a partir de precursores sencillos. 

El estudio de los enzimas también tiene una impor- 
tancia práctica inmensa. En algunas enfermedades, 
especialmente en las que son heredables genéticamente, 
puede haber ima disminución, o incluso una ausencia 
total, de uno o más enzimas. La actividad excesiva de un 
enzima específico puede dar lugar también a situaciones 
patológicas. La medición de la actividad enzimática en el 
plasma sanguíneo, eritrocitos, o muestras de tejido son 
importantes en el diagnóstico de ciertas enfermedades. 
Muchos fármacos ejercen sus efectos biológicos median- 
te su interacción con enzimas. Los enzimas se usan 
también como herramientas importantes en ingeniería 
química, tecnología alimentaria y agricultura. 

El capítulo empieza con la descripción de las pro- 
piedades de los enzimas y los principios fundamentales 
de su poder catalítico. Sigue una introducción a la ciné- 
tica enzimática, disciplina que proporciona gran parte 
del marco necesario para cualquier discusión sobre los 
enzimas. Se dan seguidamente algunos ejemplos de 
mecanismos enzimáticos que ilustran los principios 
introducidos previamente en el capítulo. Acabamos con 
una discusión sobre la regulación de la actividad enzi- 
mática. 


6.1 Introducción a los enzimas 


Gran parte de la historia de la bioquímica es la historia 
de la investigación enzimática. Los catalizadores bioló- 
gicos se reconocieron como tales y fueron descritos por 
primera vez a finales del siglo XVII, en estudios sobre 
la digestión de la carne por secreciones del estómago; la 
investigación continuó en el siglo XIX con el examen de 
la conversión del almidón en azúcar por la saliva y diver- 
sos extractos vegetales. Hacia 1850 Louis Pasteur llegó 
a la conclusión de que la fermentación del azúcar a 
alcohol por la levadura estaba catalizada por “fermen- 
tos”. Postuló que tales fermentos eran inseparables de 
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la estructura de las células de levadura vivas; este punto 
de vista, denominado vitalismo, se mantuvo durante 
décadas. El descubrimiento de Eduard Buchner en 
1897 de que los extractos de levadura pueden fermen- 
tar el azúcar a alcohol demostró que las moléculas que 
intervienen en la fermentación pueden continuar fun- 
cionando cuando se separan de la estructura de las 
células vivas. El experimento de Buchner significó 
inmediatamente el fin de las nociones vitalistas y el 
alumbramiento de la ciencia de la bioquímica. Más 
tarde, Frederick W. Kühne dio el nombre de enzimas 
(del griego enzymos, que significa “en la levadura”) a 
las moléculas detectadas por Buchner. 

El aislamiento y cristalización de la ureasa por James 
Sumner en 1926 proporcionó un gran impulso a los prime- 
ros estudios sobre los enzimas. Sumner encontró que los 
cristales de ureasa consistían exclusivamente en proteína 
y postuló que todos los enzimas son proteínas. A falta de 
otros ejemplos esta idea fue discutida durante algún tiem- 
po. La conclusión de Sumner sólo se aceptó ampliamente 
cuando más tarde, en la década de 1930, John Northrop y 
Moses Kunitz cristalizaron la pepsina, la tripsina y otros 
enzimas digestivos y encontraron que también eran pro- 
teínas. Durante este período, J. B. S. Haldane escribió un 
tratado denominado Enzymes (Enzimas). Aunque aún 
no estaba clara la naturaleza molecular de los enzimas, 
Haldane apuntó la atractiva sugerencia de que las interac- 
ciones por enlaces débiles entre el enzima y su sustrato 
podrían ser utilizadas para catalizar una reacción. Esta 
brillante idea está en el centro de nuestro conocimiento 
actual sobre la catálisis enzimática. 

Desde las últimas décadas del siglo XX se han puri- 
ficado millares de enzimas, de los que se ha elucidado 
su estructura y explicado su mecanismo de acción. 


La mayoría de enzimas son proteínas 


Con la excepción de un pequeño grupo de moléculas de 
RNA catalítico (Capítulo 26), todos los enzimas son 
proteínas. Su actividad catalítica depende de la integri- 
dad de su conformación proteica nativa. Si un enzima se 
desnaturaliza o se disocia en sus subunidades, la activi- 
dad catalítica suele desaparecer. Si se descompone un 
enzima en sus aminoácidos constituyentes, siempre se 
destruye su actividad catalítica. Así, las estructuras pri- 
maria, secundaria, terciaria y cuaternaria de las proteí- 


nas enzimáticas son esenciales para su actividad catalí- 
tica. 

Los enzimas, al igual que otras proteínas, tienen 
masas moleculares relativas que van desde unos 12.000 
hasta más de 1 millón. Algunos enzimas no requieren 
para su actividad más grupos químicos que sus residuos 
aminoácidos. Otros requieren un componente químico 
adicional llamado cofactor. El cofactor puede ser uno 
o varios iones inorgánicos tales como Fe*, Mg”, Mn* o 


' Zn* (Tabla 6-1) o una molécula orgánica o metaloorgá- 


nica compleja denominada coenzima. Los coenzimas 
actúan como transportadores transitorios de grupos 
funcionales específicos (Tabla 6-2). La mayoría de ellos 
son derivados de vitaminas, nutrientes orgánicos que 
son necesarios en pequeñas cantidades en la dieta. Des- 
cribiremos con más detalle los coenzimas cuando nos 
volvamos a encontrar con ellos en las rutas metabólicas 
descritas en la Parte II. Algunos enzimas requieren 
tanto un coenzima como uno o más jones metálicos 
para su actividad. Un coenzima o ión metálico unido 
covalentemente o de manera muy fuerte a la proteína 
enzimática se denomina grupo prostético. Un enzima 
completo y catalíticamente activo junto con su coenzi- 
ma y/o iones metálicos se denomina holoenzima. La 


TABLA 6-1 Algunos iones inorgánicos que 
actúan como cofactores enzimáticos 
| iones Enzimas | 
Cu Citocromo oxidasa | 
| Fe** or Fe”  Citocromo oxidasa, catalasa, 
| peroxidasa | 
| Kt Piruvato quinasa 
| Mg” Hexoquinasa, glucosa 
| 6-fosfatasa, piruvato quinasa 
| Mn” Arginasa, ribonucleótido 
| reductasa 
| Mo Dinitrogenasa | 
, k | 
| Ni> Ureasa | 
Zn” Carbónico anhidrasa, alcohol | 
deshidrogenasa, | 


| _ Carboxipeptidasas A y B. 


A a e 


6.1 Introducción a los enzimas 191 


TABLA 6-2 Algunos coenzimas que actúan como portadores transitorios de átomos 
o grupos funcionales específicos 
| Coenzima Ejemplos de algunos grupos Precursor en la dieta 
| químicos transferidos para los mamíferos | 
ETERNA PA —_ —— 
- Biocitina CO, Biotina 
- Coenzima A Grupos acilo Ácido pantoténico y otras moléculas 
5'-Desoxiadenosilcobalamina Átomos de H y grupos Vitamina B, 
| (coenzima B) alquilo 
Flavina adenina dinucleótido Electrones Riboflavina (vitamina B,) 
| Lipoato Electrones y grupos acilo No se requiere en la dieta 
Nicotinamida adenina dinucleótido Tón hidruro (¿H>) Acido nicotínico (niacina) 
- Piridoxal fosfato Grupos amino Piridoxina (vitamina B,) 
| Tetrahidrofolato Grupos monocarbonados Folato 
! Tiamina pirofosfato Aldehídos Tiamina (vitamina B,) 


Nota: La estuctura y modo de acción de estos coenzimas se describe en la Parte il de este libro. 


parte proteica del enzima se denomina apoenzima o 
apoproteína. Finalmente, algunos enzimas son modifi- 
cados covalentemente por fosforilación, glucosilación y 
otros procesos. Gran parte de estas alteraciones inter- 
vienen en la regulación de la actividad enzimática. 


Los enzimas se clasifican según la reacción catalizada 


Muchos enzimas se han bautizado añadiendo el sufijo 
“-asa” al nombre de su sustrato o a una palabra o frase 
que describe su actividad. Así, la ureasa cataliza la 
hidrólisis de la urea y la DNA polimerasa cataliza la poli- 
merización de nucleótidos en la síntesis del DNA. Otros 
enzimas recibieron nombres muy generales por parte 
de sus descubridores, antes de que se supiera cuál era 
su reacción específica. Por ejemplo, un enzima que 
actúa en la digestión de la comida se llamó pepsina, del 
griego pepsis, “digestión”, y la lisozima recibió su nom- 
bre por su capacidad para lisar (romper) las paredes 
celulares bacterianas. En otros casos el nombre proce- 
de de sus fuentes de origen: la tripsina, que recibió su 
nombre del griego tryein, “desgastar”, se obtuvo fro- 
tando tejido pancreático con glicerina. A veces el mismo 
enzima tiene dos o más nombres, o dos enzimas diferen- 
tes tienen el mismo nombre. Debido a tales ambigieda- 
des y al número constantemente creciente de enzimas 
descubiertos, se ha adoptado por acuerdo internacional 
un sistema de nomenclatura y clasificación de los enzi- 


mas, Este sistema distribuye los enzimas en seis clases, 
cada una de ellas con diferentes subclases, según el tipo 
de reacción catalizada (Tabla 6-3). A cada enzima se le 
asigna un número clasificatorio que consta de cuatro 
partes y un nombre sistemático que identifica la reac- 
ción catalizada. Por ejemplo, el nombre sistemático 
formal del enzima que cataliza la reacción 


ATP + D-glucosa — ADP + D-glucosa 6-fosfato 


es la ATP:D-hexosa 6-fosfotransferasa, que indica que 
cataliza la transferencia de un grupo fosforilo desde el 
ATP a la glucosa. El número de clasificación de este: 
enzima (número E.C., por Enzyme Commission) es 
2.7.1.1. El primer número (2) denota el nombre de la 
clase (transferasa); el segundo número (7), la subclase 
(fosfotransferasa); el tercer número (1), fosfotransfera- 
sas con un grupo hidroxilo como aceptor; y el cuarto 
número (1), que p-glucosa es el aceptor del grupo fos- 
forilo, En muchos casos se utiliza un nombre común de 
uso más frecuente (en este caso hexoquinasa). La lista 
y la descripción completa de los miles de enzimas cono- 
cidos se mantienen actualizadas por el Comité de 
Nomenclatura de la International Union of Biochemistry 
and Molecular Biology (www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/ 
enzyme). Este capítulo se dedica mayoritariamente a 
los principios y propiedades comunes a todos los enzi- 
mas. 


Transferencia de electrones (iones hidruro o átomos de H) | 
Reacciones de transferencia de grupos | 
Reacciones de hidrólisis (transferencia de grupos funcionales al agua) 

Rotura de C—C, C—O, C—N u otros enlaces por eliminación, dejando dobles 


enlaces o anillos vaAdición de grupos a dobles enlaces 


Transferencia de grupos dentro de moléculas dando formas isoméricas 


TABLA 6-3 MMlasificación internacional de enzimas 
Número Nombre de la clase Tipo de reacción catalizada 

de clase 

1 Óxidorreductasas 
| 2 Transferasas 

3 Hidrolasas 

4 Liasas 

5 Isomerasas 

6 Ligasas 


Formación de enlaces C—C, C—S, C—O y C—N mediante reacciones de 
QA =~ condensación acopladas a la rotura de ATP o un cofactor similar 
Nota: La estuctura y modo de acción de estos coenzimas se describe en la Parte li de este libro. 
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RESUMEN 6.1 Introducción a los enzimas 


Ml La vida depende de la existencia de catalizadores 
poderosos y específicos: los enzimas. Prácticamente 
todas las reacciones bioquímicas son catalizadas por un 
enzima. 

E Con la excepción de unas pocas moléculas de RNA 
catalítico, todos los enzimas conocidos son proteínas. 
Muchos necesitan coenzimas no proteicos o cofactores 
para desempeñar su acción catalítica. 

E Los enzimas se clasifican de acuerdo con el tipo de 
reacción que catalizan. Todos los enzimas tienen núme- 
ros y nombres formales del sistema E.C., y la mayoría 
tienen también nombres comunes. 


6.2 Funcionamiento de los enzimas 


La catálisis enzimática de las reacciones es esencial 
para los sistemas vivos. En condiciones biológicas, las 
reacciones no catalizadas tienden a ser lentas. La mayo- 
ría de moléculas biológicas son muy estables en las 
condiciones de pH neutro, temperatura suave y ambien- 
te acuoso del interior de las células. Además, muchos 
procesos químicos comunes son desfavorables o poco 
probables en el ambiente celular, tales como la forma- 
ción transitoria de intermedios cargados inestables o la 
colisión de dos o más moléculas con la orientación pre- 
cisa requerida para la reacción. Las reacciones necesa- 
rias para digerir los alimentos, enviar señales nerviosas 
o contraer el músculo no se dan a una velocidad útil sin 
catálisis. 

Un enzima soluciona estos problemas al proporcio- 
nar un ambiente específico dentro del cual una reacción 
determinada puede transcurrir más rápidamente. El 
rasgo distintivo de una reacción catalizada enzimática- 
mente es que tiene lugar dentro de los confines de una 
bolsa dei enzima denominada sitio activo (Fig. 6-1). 
La molécula fijada en el sitio activo y sobre la que actúa 
el enzima se denomina sustrato. La superficie del sitio 
activo del enzima está revestida con residuos aminoáci- 


FIGURA 6-1 Fijación de un sustrato al sitio activo de un enzima. El 
enzima quimotripsina unido a un sustrato. Algunos aminoácidos clave 
del sitio activo se muestran como manchas rojas en la superficie del 
enzima. [Fuente: PDB ID 7GCH, K. Brady et al. Biochemistry 29: 7600, 
19901 


dos con grupos sustituyentes que se unen al sustrato y 
catalizan su transformación química. A menudo, el sitio 
activo recubre el sustrato y lo secuestra completamente 
de la disolución. El complejo enzima-sustrato, cuya 
existencia fue propuesta por primera vez por Char- 
les-Adolphe Wurtz en 1880, es de importancia central 
en la acción de los enzimas. Es también el punto de 
partida de los tratamientos matemáticos que definen el 
comportamiento cinético de las reacciones catalizadas 
por enzimas, así como de las descripciones teóricas de 
los mecanismos enzimáticos. 


Los enzimas alteran las velocidades de reacción pero no 
los equilibrios 
Se puede escribir una reacción enzimática sencilla como 


E+S == ES + EP = E +P (6-1) 


donde E, S y P representan el enzima, el sustrato y el 
producto, respectivamente. ES y EP son complejos 
transitorios del enzima con el sustrato y con el produc- 
to, respectivamente. 

Para entender la catálisis, hemos de apreciar en 
primer lugar la importante distinción entre equilibrios 
de reacción y velocidades de reacción. La función de un 
catalizador es aumentar la velocidad de una reacción. 
Los catalizadores no modifican los equilibrios de reac- 
ción. (Recuerde que una reacción se encuentra en equi- 
librio cuando no hay cambio neto en la concentración 
de reactivos y productos). Cualquier reacción, por 
ejemplo S D P, se puede describir mediante un diagrama 
de la coordenada de reacción (Fig. 6-2), que es una 
descripción de los cambios energéticos durante la reac- 
ción. Tal como se introdujo en el Capítulo 1, la energía 
en los sistemas biológicos se describe en función de la 
energía libre, G. En el diagrama de la coordenada se 
representa la energía libre del sistema frente al progre- 
so de la reacción (coordenada de la reacción). El punto 
de partida tanto para la reacción hacia la izquierda 
como hacia la derecha se denomina estado basal, que 
es la contribución a la energía libre del sistema de una 
molécula promedio (S o P) bajo un conjunto de condi- 
ciones dadas. 


Estado de transición (1) 


Energía libre, G 


Coordenada de reacción 


FIGURA 6-2 Diagrama de la coordenada de reacción. Se representa la 
energía libre del sistema frente al progreso de la reacción 5 — P. Un dia- 
grama de este tipo constituye una descripción de los cambios energéti- 
cos durante la reacción y el eje horizontal (coordenada de reacción) 
refleja los cambios químicos progresivos (por ej. rotura o formación de 
enlaces) a medida que $ se convierte en P. Se indican las energías de 
activación, AG, para las reacciones $ — P y P — $. AG” es el cambio 
de energía libre estándar giobal en la dirección 5 — P. 


>> Convención Clave: Para describir los cambios de energía 
libre de las reacciones, los químicos definen un conjun- 
to de condiciones estándar (temperatura 298 K; presión 
parcial de cada gas 1 atm o 101,3 kPa; concentración de 
todos los solutos igual a 1 mM) y expresan el cambio de 
energía libre de un sistema reaccionante como AG”, la 
variación de energía libre estándar. Dado que en los 
sistemas bioquímicos participa normalmente el H+ en 
concentraciones muy lejanas de 1 m, los bioquímicos 
definen la variación de la energía libre estándar 
bioquímica AG”, como la variación de energía libre 
estándar a pH 7,0; emplearemos esta definición a lo 
largo de todo el libro. En el Capítulo 13 se da una defi- 
nición más completa de AG””. «£ 


El equilibrio entre S y P refleja la diferencia en energía 
libre de sus estados basales. En el ejemplo que se mues- 
tra en la Figura 6-2, la energía libre del estado basal de 
P es inferior a la de S, por lo que AG”* de la reacción es 
negativo (la reacción es exergónica) y en el equilibrio 
hay más P que $ (el equilibrio favorece a P). La posición 
y la dirección de este equilibrio no están afectadas por 
ningún catalizador. 

Un equilibrio favorable no indica que la conversión 
S — P tenga lugar a una velocidad detectable. La velo- 
cidad de una reacción depende de un parámetro total- 
mente diferente. Existe una barrera energética entre S 
y P que representa la energía requerida para el alinea- 
miento de los grupos reactivos, la formación de cargas 
transitorias inestables, los reordenamientos de enlaces 
y otras transformaciones que se requieren para que la 
reacción tenga lugar en cualquiera de las dos direccio- 
nes. Esto viene representado por la “colina” energética 
de las Figuras 6-2 y 6-3. Para que haya reacción las 
moléculas han de superar esta barrera por lo que se 
deben llevar a un nivel energético superior. En la cum- 
bre de la colina energética existe un punto en el que la 
caída hacia el estado S o P es igualmente probable (en 
los dos casos, el camino es de bajada). Es lo que se 
denomina el estado de transición. El estado de tran- 
sición no es una especie química con estabilidad signifi- 
cativa, por lo que no se ha de confundir con un interme- 
dio de reacción (tal como ES o EP). Es, simplemente, 
un momento molecular fugaz en el que acontecimientos 
tales como rotura de enlaces, formación de enlaces y 


Estado de transición ($) 


Energía libre, G 


Coordenada de reacción 


FIGURA 6-3 Diagrama de coordenada de reacción en la que se com- 
paran las reacciones catalizada por enzima y sin catalizar. En la reac- 
ción S r P, los intermedios ES y EP ocupan mínimos en la curva de pro- 
greso energético de la reacción catalizada enzimáticamente. Los términos 
AG wa y A46*,, corresponden a las energías de activación de las reaccio- 
nes sin catalizar y catalizada, respectivamente. La energía de activación 
del proceso global es menor cuando el enzima cataliza la reacción. 
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desarrollo de cargas han llegado al instante preciso en 
el que el colapso hacia sustrato o hacia producto es 
igualmente probable. La diferencia entre los niveles de 
energía del estado basal y del estado de transición se 
denomina energía de activación, AG*. La velocidad 
de una reacción refleja esta energía de activación: a una 
energía de activación más elevada corresponde una 
reacción más lenta. Las velocidades de reacción pueden 
aumentarse incrementando la temperatura y/o la pre- 
sión, mediante las que se aumenta el número de molécu- 
las con energía suficiente para superar la barrera energé- 
tica. De modo alternativo, es posible disminuir la energía 
de activación añadiendo un catalizador (Fig. 6-3). Los 
catalizadores aumentan las veloculades de reacción 
disminuyendo las energías de activación. 

Los enzimas no constituyen una excepción a la 
regla de que los catalizadores no modifican el equilibrio 
de reacción. Las flechas bidireccionales de la ecuación 
6-1 ilustran este punto: cualquier enzima que catalice la 
reacción S — P también cataliza la reacción P — $. El 
papel de los enzimas es acelerar la interconversión de 
S y P. No se gasta enzima en el proceso y el punto de 
equilibrio no queda afectado. No obstante, la reacción 
alcanza el equilibrio de una manera mucho más rápida 
cuando se halla presente el enzima adecuado ya que 
incrementa la velocidad de la reacción. 

Se puede ilustrar este principio general consideran- 
do la reacción de la sacarosa con el oxígeno para formar 
dióxido de carbono y agua: 


C12H220; 1 + 120, == 1200» + 11H30 


Esta transformación, que se realiza a través de una serie 
de reacciones separadas, tiene una AG”” muy grande y 
negativa por lo que la cantidad de sacarosa presente en 
el equilibrio es despreciable. No obstante, la sacarosa es 
un compuesto estable ya que la barrera de activación 
energética que debe superar antes de reaccionar con el 
oxígeno es muy alta. La sacarosa puede almacenarse en 
un recipiente en presencia de oxígeno de manera casi 
indefinida sin que reaccionen. Sin embargo, en las célu- 
las, la sacarosa es degradada a CO, y H,O a través de 
una serie de reacciones catalizadas por enzimas. Estos 
enzimas no sólo aceleran las reacciones sino que las 
organizan y controlan de tal manera que gran parte de 
la energía liberada en este proceso se recupera en otras 
formas químicas asequibles a la célula para que realice 
sus funciones. La ruta de reacciones mediante las que la 
sacarosa (y otros azúcares) se degradan es la ruta pri- 
maria de formación de energía para las células, y los 
enzimas de esta ruta permiten que la secuencia de reac- 
ciones tenga lugar en una escala de tiempo biológica- 
mente útil. 

Cualquier reacción puede consistir en varias etapas 
que suponen la formación y desintegración de especies 
químicas transitorias denominadas intermedios de 
reacción.* Un intermedio de reacción es cualquier 
especie producida en el transcurso de la reacción que 
tenga un tiempo de vida químico finito (y mayor que el 
*En este capítulo los términos paso e intermedio se refieren a especies 
químicas en la ruta de reacción de una reacción catalizada por un único 
enzima. En el contexto de las rutas metabólicas en las que participan 
múltiples enzimas (Parte || de este libro), estos términos se utilizan de 
manera algo diferente. Una reacción enzimática completa recibe a 
menudo el nombre de “paso” de una ruta y el producto de la reacción de 


un enzima (que es el sustrato para el siguiente enzima de la ruta) se 
suele denominar “intermedio” o “intermediario”.). 
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de una vibración molecular, ~10 segundos). Cuando la 
reacción S D P está catalizada por un enzima, los com- 
plejos ES y EP pueden ser considerados intermedios a 
pesar de que S y P sean especies químicas estables 
(Ecn. 6-1); los complejos ES y EP ocupan valles en el 
diagrama de la coordenada de reacción (Fig. 6-3). En el 
curso de una reacción catalizada enzimáticamente sue- 
len existir otros intermedios químicos adicionales y 
menos estables. La interconversión de dos intermedios 
de reacción secuenciales constituye, por tanto, un paso 
de la reacción. Cuando en una reacción existen varios 
pasos, la velocidad global viene determinada por el paso 
(o pasos) cuya energía de activación sea más elevada; 
este paso se denomina paso limitante de velocidad. 
En un caso sencillo, el paso limitante de velocidad es el 
punto de energía más elevado en el diagrama de inter- 
conversión de $ y P. En la práctica, el paso limitante de 
velocidad puede cambiar con las condiciones de reac- 
ción y en el caso de muchos enzimas puede haber varios 


pasos con energías de activación similares, lo que signi- 


fica que todos ellos son parcialmente limitantes de la 
velocidad. 

Las energías de activación son barreras energéticas 
para las reacciones químicas. Estas barreras son crueia- 
les para la propia vida. La velocidad a la que una molé- 
cula se transforma en una reacción química determina- 
da desciende al aumentar la barrera de activación de 
esta reacción. Sin estas barreras energéticas, las macro- 
moléculas complejas revertirían espontáneamente a 
formas moleculares mucho más sencillas y no podrían 
existir ni las estructuras complejas y altamente ordena- 
das ni los procesos metabólicos que tienen lugar en las 
células. Los enzimas han evolucionado para disminuir 
selectivamente las energías de activación de las reac- 
ciones necesarias para la supervivencia celular. 


Las velocidades de reacción y los equilibrios tienen 
definiciones termodinámicas precisas 

Los equilibrios de reacción están unidos inextricable- 
mente a la variación de energía libre estándar de la 
reacción, AG”, mientras que las velocidades de reac- 
ción están unidas a la energía de activación, AG*. Una 
introducción básica a estas relaciones termodinámicas 
constituye el próximo paso para saber cómo funcionan 
los enzimas. 


TABLA 6-4 Relación entre K` y AG” 

CUE AA 
10% 34,2 
10* 28,5 

104 22,8 
107 17,1 

| 10? 11,4 

| 107! 5,7 
1 0,0 


— — 
E 2 
| | 
p p> | 
= á A y 


10 
Nota: La relación se calcula a partir de AG” = -AT In K „ (Ecn 6-3). 


Un equilibrio tal como S D P viene descrito por una 
constante de equilibrio, K o simplemente K. En las 
condiciones estándar utilizadas para comparar los pro- 
cesos bioquímicos, una constante de equilibrio se deno- 
ta por K’ (o K: 


_ IP] 
“8 


Partiendo de la termodinámica, puede describirse la 
relación entre K’ „y AG” mediante la expresión 


AG” = -RT n Ko, (6-3) 


donde R es la constante de los gases (8,315 J/mol-K) y 
T es la temperatura absoluta 298 K (25°C). La ecuación 
6-3 se desarrollará y discutirá detalladamente en el 
Capítulo 13. Aquí el punto importante es que la cons- 
tante de equilibrio está relacionada directamente con el 
cambio de energía libre estándar global de la reacción 
(Tabla 6-4). Un valor negativo grande de AG” refleja un 
equilibrio de reacción favorable (la cantidad de produc- 
to en el equilibrio es mucho mayor que la de sustrato) 
aunque, tal como se ha comentado antes, esto no signi- 
fica que la reacción transcurra a una velocidad elevada. 

La velocidad de una reacción viene determinada 
por la concentración de reactivo (o reactivos) y por una 
constante de velocidad generalmente representada 
por el símbolo k. Para la reacción unimolecular S — P, 
la velocidad de la reacción, V, que representa la canti- 
dad de S que reacciona por unidad de tiempo, viene 
expresada por una ecuación de velocidad: 


V = k{5] (6-4) 


En esta reacción, la velocidad sólo depende de la con- 
centración de $. Es lo que se denomina una reacción de 
primer orden. El factor k es una constante de propor- 
cionalidad que refleja la probabilidad de reacción bajo 
un conjunto de condiciones (pH, temperatura, etc.). 
Aquí, k es una constante de velocidad de primer orden 
y sus unidades son tiempos inversos, como por ejemplo 
s*. Si una reacción de primer orden tiene una constan- 
te de velocidad k de 0,03 s> se puede interpretar (cua- 
litativamente) que 3% de sustrato asequible será con- 
vertido en P en 1 s. Una reacción con una constante de 
velocidad de 2.000 s-1 estará lista en una pequeña 
fracción de segundo. Si una velocidad de reacción 
depende de la concentración de dos compuestos dife- 
rentes, o si reaccionan dos moléculas del mismo com- 
puesto, la reacción es de segundo orden y k es una 
constante de velocidad de segundo orden (con unida- 
des m*s*). La ecuación de la velocidad tiene entonces 
la forma 


(6-2) 


V = k[S,](S2] (6-5) 
Aplicando la teoría del estado de transición se puede 
deducir una expresión que relaciona la magnitud de la 
constante de velocidad con la energía de activación: 


k k7 g` AGURT (6-6) 

h 
en donde k es la constante de Boltzmann y A es la cons- 
tante de Planck. El punto importante es que esta rela- 
ción entre la constante de velocidad k y la energía de 
activación, AG*, es inversa y exponencial. En forma 
simplificada ésta es la base de la afirmación de que una 


TABLA 6-5 Algunos incrementos de velocidad 
producidos por los enzimas 
| Ciclofilina 10? 
| Carbónico anhidrasa 107 
| Triosa fosfato isomerasa 108 | 
| Carboxipeptidasa A 10m | 
| Fosfoglucomutasa 10° | 
Succinil-CoA transferasa 10% 
Ureasa 10'* 
| Oritidina monofosfato descarboxilasa 10% 


energía de activación menor significa una velocidad de 
reacción mayor. 

A continuación variamos el enfoque desde lo que 
hacen los enzimas a como lo hacen. 


Unos pocos principios explican el poder catalítico 
y la especificidad de los enzimas 


Los enzimas son catalizadores extraordinarios. Los 
aumentos de velocidad conseguidos por los enzimas son 
de 5a 17 órdenes de magnitud (Tabla 6-5). Los enzimas 
son también muy específicos, discriminando fácilmente 
entre sustratos con estructuras muy similares. ¿Cómo 
se pueden explicar estos incrementos enormes y alta- 
mente selectivos en su velocidad? ¿De dónde viene la 
energía que proporciona un descenso espectacular de 
las energías de activación de reacciones específicas? 

La respuesta a estas preguntas tiene dos partes 
distintas pero relacionadas. La primera se basa en las 
reordenaciones de los enlaces covalentes durante una 
reacción catalizada por un enzima. Entre sustratos y 
grupos funcionales de los enzimas (cadenas laterales 
específicas de aminoácidos, ¡ones metálicos y coenzimas) 
tienen lugar reacciones químicas de muchos tipos. Los 
grupos funcionales catalíticos de los enzimas pueden for- 
mar enlaces covalentes transitorios con un sustrato, acti- 
vándolo para la reacción, o bien puede transferirse tran- 
sitoriamente un grupo del sustrato al enzima. En muchos 
casos, estas reacciones sólo tienen lugar en el sitio activo 
del enzima. Las interacciones covalentes entre enzimas y 
sustratos hacen disminuir la energía de activación (por lo 
que aceleran la reacción), proporcionando un camino de 
reacción alternativo y de menor energía. En la Sección 
6.4 se describen diversos tipos específicos de reestructu- 
raciones en reacciones enzimáticas. 

La segunda parte de la explicación se basa en las 
interacciones no covalentes entre el enzima y el sustra- 
to. Recuerde del Capítulo 4 que interacciones débiles, 
no covalentes, ayudan a estabilizar la estructura protei- 
ca y las interacciones proteína-proteína. Estas mismas 
interacciones son críticas en la formación de complejos 
entre proteína y moléculas pequeñas entre las que se 
incluyen los sustratos enzimáticos. Gran parte de la 
energía requerida para disminuir la energía de activa- 
ción procede generalmente de interacciones débiles no 
covalentes entre el sustrato y el enzima. El factor que 
diferencia realmente a los enzimas de la mayoría de 
catalizadores no enzimáticos es la formación de un com- 
plejo ES específico. La interacción entre enzima y sus- 
trato en este complejo está mediada por las mismas 
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fuerzas que estabilizan la estructura proteica, entre 
ellas puentes de hidrógeno e interacciones iónicas e 
hidrofóbicas (Capítulo 4). El establecimiento de cada 
interacción débil en el complejo ES viene acompañado 
por la liberación de una pequeña cantidad de energía 
libre que estabiliza la interacción. La energía proceden- 
te de la interacción enzima-sustrato se denomina ener- 
gía de fijación, AG,. Su significado se extiende más 
allá del de una simple estabilización de la interacción 
enzima-sustrato. La energía de fijación es la princi- 
pal fuente de energía libre utilizada por los enzimas 
para disminuir la energía de activación de las reac- 
ciones. 

Hay dos principios fundamentales que están inte- 
rrelacionados y que proporcionan una explicación gene- 
ral de cómo los enzimas aprovechan la energía de unión 
no covalente. 


1. La mayor parte del poder catalítico de los enzimas 
procede en último término de la energía libre emitida 
al formarse los múltiples enlaces débiles e interaccio- 
nes entre un enzima y su sustrato. Esta energía de 
fijación contribuye tanto a la especificidad como a la 
catálisis. 

2. Las interacciones débiles están optimizadas en el 
estado de transición de la reacción; los sitios activos 
de los enzimas son complementarios no a los sustra- 


NADP+ 


Tetrahidrofolato 


FIGURA 6-4 Formas complementarias de un sustrato y su sitio de 
fijación sobre un enzima. Se muestra el enzima dihidrofolato reductasa 
con su sustrato NADP+ sin fijar y fijado. También es visible otro sustrato 
unido, el tetrahidrofolato (PDB 1D 1RA2). En este modelo el NADP* se 
fija a una bolsa que le es complementaria en forma y propiedades ¡óni- 
cas, una ilustración de la hipótesis de Emil Fisher de la "llave y cerra- 
dura” de la acción enzimática. En realidad, la complementariedad entre 
la proteína y el ligando (en este caso el sustrato) raras veces es perfecta, 
tal como hemos visto en el Capítulo 5. 
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Los per se, sino a los estados de transición a través de 
los que pasan los sustratos al ser convertidos en pro- 
ductos durante una reacción enzimática. 


Estos temas son vitales para la comprensión de los 
enzimas y pasan a ser ahora el foco principal de interés 
de este capítulo. 


Las interacciones débiles entre enzima y sustrato son 
óptimas en el estado de transición 

¿Cómo utiliza un enzima la energía de fijación para dis- 
minuir la energía de activación de la reacción? La for- 
mación del complejo ES no es por sí misma la explica- 
ción por bien que algunas de las primeras consideracio- 
nes sobre los mecanismos de reacción empezaron con 
esta idea. Estudios sobre la especificidad enzimática 
llevados a cabo por Emil Fischer le llevaron a proponer, 
en 1894, que los enzimas eran estructuralmente com- 
plermentarios a sus sustratos, de modo que se acoplaban 


del mismo modo que una llave y una cerradura (Fig. 


6-4). Esta elegante idea de que una interacción especí- 


(a) Sin enzima 


Estado de transición 
(varilla doblada) 


Sustrato 
(varilla metálica) 


(b) Enzima complementario al sustrato 


Enzima 


(c) Enzima complementario al estado de transición 


FIGURA 6-5 Enzima imaginario (varillasa) diseñado para catalizar la 
rotura de una varilla metálica. (a) Para que se rompa la varilla en preciso 
doblarla en primer iugar (estado de transición). En ambos ejemplo de "vari- 
llasa”, las interacciones magnéticas ocupan el lugar de las interacciones por 
enlaces débiles entre enzima y sustrato. (b) Una varillasa con una bolsa 
forrada con imanes complementaria en su estructura a la varilla (sustrato), 
la estabiliza El doblamiento estará impedido por la atracción magnética 
entre la varilla y ta varillasa. (c) Un enzima con una bolsa complementaria 
al estado de transición de la reacción ayudará a desestabilizar la varilla 
dando lugar a la catálisis de la reacción. Las interacciones magnéticas pro- 
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fica (exclusiva) entre dos moléculas biológicas está 
facilitada por superficies moleculares con formas com- 
plementarias, ha influido profundamente en el desarro- 
llo de la bioquímica y se halla en el centro de muchos 
procesos bioquímicos. No obstante, la hipótesis de la 
“llave y cerradura” puede ser engañosa cuando se aplica 
a la catálisis enzimática. Un enzima totalmente comple- 
mentario a su sustrato sería un enzima muy deficiente, 
como podemos demostrar. 

Consideremos una reacción imaginaria, la rotura de 
una varilla metálica magnética. La reacción no cataliza- 
da se muestra en la Figura 6-5a. Examinemos ahora 
dos enzimas imaginarios (dos “varillasas”) que pudieran 
catalizar esta reacción, utilizando en ambos casos fuer- 
zas magnéticas como ejemplo de la energía de fijación 
utilizada por los enzimas reales. Diseñemos en primer 
lugar un enzima perfectamente complementario al sus- 
trato (Fig. 6-5b). El sitio activo de esta varillasa es una 
bolsa forrada con imanes. Para que se dé la reacción 
(rotura), la varilla debe alcanzar el estado de transición 
de la reacción, pero la varilla se adapta de manera tan 
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porcionan energía que compensa el incremento de energía libre requerido 
para doblar la varilla. Los diagramas de la coordenada de reacción (dere- 
cha) muestran las consecuencias energéticas de la complementariedad 
con el sustrato frente a la complementariedad con el estado de transición 
(se han omitido los complejos EP). El término AGM, la diferencia entre las 
energías del estado de transición de las reacciones no catalizada y catali- 
zada, procede de las interacciones magnéticas entre la varilla y a varillasa. 
Cuando el enzima es complementario al sustrato (b), el complejo ES es 
más estable y tiene menos energía libre en el estado basal que el sustrato 
solo. El resultado es un incremento de ta energía de activación. 


fuerte al sitio activo que no puede doblarse, ya que la 
curvatura de la varilla eliminaría algunas de las interac- 
ciones magnéticas entre la varilla y el enzima. Un enzi- 
ma así ¿impide la reacción ya que lo que hace es estabi- 
lizar el sustrato. En un diagrama de la coordenada de 
reacción (Fig. 6-5b), este tipo de complejo ES corres- 
pondería a un pozo energético del que le sería muy 
difícil salir al sustrato. Tal enzima no tendría ninguna 
utilidad, 

La noción moderna de la catálisis enzimática, pro- 
puesta primeramente por Michael Polanyi (1921) y por 
Haldane (1930) y después elaborada por Linus Pauling 
en 1946 y por William P. Jencks en la década de 1970 
dice: para que un enzima catalice una reacción ha de ser 
complementario al estado de transición de la reac- 
ción. Ello significa que las interacciones óptimas entre 
sustrato y enzima sólo pueden tener lugar en el estado 
de transición. La Figura 6-5c demuestra de qué modo 
puede actuar un enzima de este tipo. La varilla de metal 
se fija a la varillasa, pero sólo se utilizan unas cuantas 
interacciones para formar el complejo ES. El sustrato 
ligado aún ha de experimentar el aumento de energía 
libre necesario para alcanzar el estado de transición. 
Ahora, sin embargo, el incremento de energía libre 
requerido para llevar la varilla a una conformación curva 
y parcialmente partida queda nivelado, o es “pagado”, 
por las interacciones magnéticas (energía de fijación) 
que se forman entre el enzima y el sustrato en el estado 
de transición. Muchas de estas interacciones se dan en 
partes de la varilla distantes del punto de rotura; así, las 
interacciones entre el enzima y partes no reactivas del 
sustrato proporcionan una parte de la energía necesaria 
para catalizar su rotura. Esta “factura energética” se 
traduce en una energía de activación neta inferior y una 
mayor velocidad de reacción. 

Los enzimas reales funcionan según un principio 
análogo. En el complejo ES se forman algunas interac- 
ciones débiles, pero el complemento total de las interac- 
ciones débiles posibles entre sustrato y enzima sólo se 
forman cuando el sustrato alcanza el estado de transi- 
ción. La energía libre (energía de fijación) liberada por 
la formación de esas interacciones equilibra parcialmen- 
te la energía requerida para llegar a la cima de la colina 
energética. La suma de la energía de activación desfayo- 
rable (positiva) AG*y la energía de fijación AG, favora- 
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Coordenada de reacción 


FIGURA 6-6 Papel de la energía de fijación en la catálisis. Para dismi- 
nuir ta energia de activación de una reacción el sistema ha de adquirir 
una cantidad de energía equivalente a la cantidad en que disminuye 
AG. Gran parte de esta energía proviene mayoritariamente de la ener- 
gía de fijación (AGB) conseguida en ia formación de interacciones no 
covalentes débiles entre sustrato y enzima en el estado de transición, El 
papel de AGB es análogo al de AGM en la Fig. 6-5. 
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ble (negativa) da como resultado una energía de activa- 
ción neta menor (Fig. 6-6). El estado de transición 
tampoto es una especie estable en el enzima, smo que 
representa un punto breve del tiempo en que un sustra- 
to permanece en la cima de la colina energética. Sin 
embargo, la reacción catalizada por el enzima es mucho 
más rápida que el proceso sin catalizar, porque la colina 
es mucho más baja. El prmcipio importante subyacente 
es que las interacciones de fijación débiles entre el 
enzima y el sustrato proporcionan una fuerza 
motriz sustancial para la catálisis enzimática. Los 
grupos del sustrato que intervienen en estas interaccio- 
nes débiles pueden estar situados a cierta distancia de 
los enlaces que se rompen o modifican. Las interaccio- 
nes débiles formadas únicamente en el estado de tran- 
sición son las que contribuyen de modo principal a la 
catálisis. 

La necesidad de múltiples interacciones débiles 
para impulsar la catálisis es una de las razones de que 
los enzimas (y algunos coenzimas) sean tan grandes. Un 
enzima ha de aportar grupos funcionales para interac- 
ciones iónicas, enlaces de hidrógeno y otras interaccio- 
nes y ha de posicionar estos grupos de forma precisa 
para que la energía de fijación en el estado de transición 
sea óptima. Se obtendrá una correcta fijación si el sus- 
trato se ubica en una cavidad (el sitio activo) donde se 
encuentre alejado del agua de forma efectiva. El tamaño 
de las proteínas refleja la necesidad de la existencia de 
superestructuras que permitan mantener la interacción 
de grupos correctamente posicionados y que manten- 
gan al mismo tiempo inalterable la cavidad del sitio 
activo. : 


La energía de fijación contribuye a la especificidad de 
reacción y a la catálisis 


¿Pueden explicarse cuantitativamente las enormes ace- 
leraciones de velocidad conseguidas por los enzimas en 
base a la energía de fijación? Sí. Como punto de referen- 
cia, la Ecuación 6-6 nos permite calcular que AG* debe 
disminuir unos 5,7 kJ/mol para acelerar una reacción de 
primer orden en un factor de diez, en las condiciones 
que se encuentran normalmente en las células. La ener- 
gía disponible a partir de la formación de una sola inte- 
racción débil se calcula generalmente entre 4 y 30 kJ/ 
mol La energía global disponible a partir de varias 
interacciones de este tipo es, por tanto, suficiente para 
hacer disminuir las energías de activación los 60 a 100 
kJ/mol requeridos para explicar los grandes aumentos 
de velocidad observados en muchos enzimas. 

La misma energía de fijación que aporta energía 
para la catálisis también hace que el enzima sea especí- 
fico. La especificidad se refiere a la capacidad de un 
enzima de discriminar entre un sustrato y una molécula 
competidora. Conceptualmente, la especificidad es fácil 
de distinguir de la catálisis. No obstante, la catálisis y la 
especificidad son mucho más difíciles de diferenciar 
experimentalmente porque surgen del mismo fenóme- 
no. Si el sitio activo de un enzima tiene grupos funcio- 
nales ordenados de manera óptima para formar una 
serie de interacciones débiles con un sustrato determi- 
nado en el estado de transición, el enzima no podrá 
interaccionar tan bien con ninguna otra molécula. Por 
ejemplo, si el sustrato tiene un grupo hidroxilo que 
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forma un puente de hidrógeno específico con un resi- 
duo Glu del enzima, cualquier molécula que carezca de 
este grupo hidroxilo concreto será, en general, un peor 
sustrato para el enzima. Además, cualquier molécula 
con un grupo funcional extra para el que el enzima no 
contiene una bolsa o sitio de fijación será muy probable- 
mente excluida del enzima. En general, la especifici- 
dad proviene de la formación de múltiples interaccio- 
nes débiles entre el enzima y su molécula de sustrato 
específica. 

Es posible demostrar la importancia de la energía 
de fijación en la catálisis, Por ejemplo, el enzima gluco- 
lítico triosa fosfato isomerasa cataliza la interconversión 
entre el gliceraldehído 3-fosfato y la dihidroxiacetona 
fosfato: 


1 
HC=0 


H 2C Fa OH 
» | 
HC—OH : C=0 
3 trosa | 
CH,OPO2-7 fosfato CHOPO2- 
isomerasa 
Gliceraldehido Dihidroxiacetona 
3-fosfato fosfato 


En esta reacción se reordenan los grupos carbonilo e 
hidroxilo de los carbonos 1 y 2. Sin embargo, se ha 
observado que más del 80% de la aceleración de la velo- 
cidad de reacción procede de las interacciones enzi- 
ma-sustrato en las que interviene el grupo fosfato del 
carbono 3 del sustrato. Se llegó a esta conclusión 
mediante una cuidadosa comparación de las reacciones 
catalizadas enzimáticamente sobre gliceraldehído 3-fos- 
fato y sobre gliceraldehído (sin grupo fosfato en la posi- 
ción 3) como sustratos. 

Los principios generales antes esbozados se pueden 
ilustrar mediante diversos mecanismos catalíticos reco- 
nocidos. Estos mecanismos no son mutuamente exclu- 
yentes por lo que un enzima determinado puede incorpo- 
rar varios tipos en su propio mecanismo de acción global. 

Consideremos lo que se necesita para que una reac- 
ción tenga lugar. Entre los factores físicos y termodiná- 
micos principales que contribuyen al valor de AG*, la 
barrera para una reacción, se podrían incluir: (1) la 
entropía (libertad de movimiento) de las moléculas en 
solución, que reduce la posibilidad de que reaccionen 
entre ellas; (2) la capa de solvatación del agua unida por 
puentes de hidrógeno que rodea y ayuda a estabilizar 
muchas biomoléculas en disolución acuosa; (3) la dis- 
torsión de los sustratos que ha de tener lugar en muchas 
reacciones y (4) la necesidad de conseguir un alinea- 
miento adecuado de los grupos funcionales catalíticos 
en el enzima. Se puede utilizar la energía de fijación 
para superar todas estas barreras. 

En primer lugar, una gran restricción en los movi- 
mientos relativos de dos sustratos que han de reaccio- 
nar, o reducción de entropía, es uno de los beneficios 
obvios de su fijación al enzima. La energía de fijación 
mantiene los sustratos en la orientación correcta para 
reaccionar, lo que es una contribución muy importante 
a la catálisis ya que las colisiones productivas entre 
moléculas en disolución pueden ser extremadamente 
raras. Los sustratos se pueden alinear sobre el enzima 
de forma precisa, gracias a un gran número de interac- 
ciones débiles entre ellos y grupos localizados de mane- 
ra estratégica en el enzima, lo que mantiene las molécu- 
las de sustrato en las posiciones adecuadas. Algunos 
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FIGURA 6-7 Aumento de la velocidad por reducción de la entropía. 
Se muestran las reacciones de un éster con un grupo carboxilato para 
formar un anhidrido. El grupo R es el mismo en todos los casos. (a) Para 
esta reacción bimolecular la constante de reacción k es de segundo 
orden y tiene como unidades m-1 s-1. (b) Cuando los dos grupos reaccio- 
nantes forman parte de la misma molécula y, por tanto, tienen menos 
libertad de movimiento, la reacción es mucho más rápida. Para esta 
reacción unimolecular k tiene como unidades s-1. Dividiendo la cons- 
tante de velocidad de (b) por ¡a constante de velocidad de (a) se obtiene 
un incremento de velocidad de aproximadamente 105 m. (El incremento 
tiene unidades de molaridad debido a que estamos comparando una 
reacción unimolecular con una birnolecutar,) En otras palabras, si el reac- 
tivo en (b) estuviera presente a una concentración 1 m, los grupos reacti- 
vos se comportarian como si estuvieran presentes a una concentración 
de 105 m Obsérvese que el reactivo er (b) tiene libertad de rotación 
alrededor de tres enlaces (mostrados con flechas curvadas), pero a 
pesar de esto la reducción de la entropía en relación con (a) es todavía 
sustancial. Si los enlaces que rotan en (b) están restringidos como en 
(c), la entropía disminuye todavía más y la reacción muestra un incre- 
mento de velocidad de 108 m en relación con (a). 


estudios han demostrado que la restricción del movi- 
miento de dos reactivos puede producir incrementos de 


velocidad de muchos órdenes de magnitud (Fig. 6-7). 


En segundo lugar, la formación de enlaces débiles 
entre enzima y sustrato también da lugar a la desolva- 
tación del sustrato. Interacciones enzima-sustrato 
reemplazan la inayoría de, o incluso todos, los enlaces 
de hidrógeno que puedan existir entre el sustrato y el 
agua que, de otro modo, impedirían la reacción. En ter- 
cer lugar, la energía de fijación correspondiente a las 
interacciones débiles formadas únicamente durante el 
estado de transición de la reacción ayuda a compensar 
termodinámicamente cualquier distorsión, principal- 
mente en forma de redistribución electrónica, que debe 
experimentar el sustrato para reaccionar. 

Finalmente, el propio enzima puede experimentar 
un cambio en la conformación cuando se fija el sustrato 
inducido por múltiples interacciones débiles con el sus- 
trato. Esta situación se conoce como encaje inducido, 
un mecanismo postulado por Daniel Koshland en 1958. 
Los movimientos pueden afectar a una pequeña zona 
del enzima cerca del sitio activo o implicar cambios en 


la posición de dominios enteros. Normalmente, se gene- 
ra una red de movimientos acoplados en todo el enzima 
que da lugar en último término a los cambios necesarios 
en el sitio activo. El encaje inducido sirve para disponer 
grupos funcionales específicos del enzima en la posición 
adecuada para catalizar la reacción. El cambio de con- 
formación también permite la formación de interaccio- 
nes débiles adicionales en el estado de transición. En 
cualquier caso, la nueva conformación del enzima ha 
incrementado sus propiedades catalíticas. Como ya 
hemos visto (Capítulo 5), el encaje inducido es una 
característica usual en la unión reversible de los ligan- 
dos a las proteínas. El encaje inducido también es 
importante en la interacción de casi todos los enzimas 
con sus sustratos. 


Grupos catalíticos específicos contribuyen a la catálisis 


En la mayoría de enzimas, la energía de fijación utilizada 
para formar el complejo ES es sólo una de las diversas 
contribuciones al mecanismo catalítico general. Una vez 
unido el sustrato al enzima, grupos funcionales catalíti- 
cos situados adecuadamente colaboran en la rotura o 
formación de enlaces mediante diversos mecanismos 
entre los que se encuentran la catálisis ácido-base gene- 
ral, la catálisis covalente, y la catálisis por iones metáli- 
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FIGURA 6-8 Modo en que un catalizador supera la formación desfa- 
vorable de carga durante la rotura de una amida. Aquí se muestra ia 
hidrółisis de un enlace amida, ta misma reacción que catalizan la quimo- 
tripsina y otras proteasas. La formación de carga resulta desfavorable y se 
puede evitar mediante la donación de un protón por parte de H30+ (catá- 
lisis ácida especifica) o por parte de HA (catálisis ácida general), donde 
HÀ representa cualquier ácido. De modo parecido se puede neutralizar la 
carga por captación del protón por parte de OH (catálisis básica especí- 
fica) o B: (catálisis básica general), donde B: representa cualquier base 
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cos. Estos mecanismos son diferentes de los basados en 
la energía de fijación porque generalmente suponen una 
interacción covalente transitoria con un sustrato, o la 
transferencia de grupos desde o hacia un sustrato. 


Catálisis ácido-base general La transferencia de un pro- 
tón es la reacción individual más frecuente en bioquími- 
ca. En el transcurso de la mayoría de reacciones que 
tienen lugar en la s células se produce una o, a menudo, 
varias transferencias protónicas. Muchas reacciones 
bioquímicas suponen la formación de intermedios car- 
gados inestables que tienden a descomponerse rápida- 
mente en sus especies reactivas constituyentes, impi- 
diendo de este modo la reacción (Fig. 6-8). Los inter- 
medios cargados se pueden estabilizar a menudo trans- 
firiendo protones a o desde el sustrato o intermedio 
para formar una especie que se descompone más fácil- 
mente en productos. Estos protones se transfieren 
entre un enzima y un sustrato o intermedio. 

Los efectos de la catálisis por ácidos y bases se 
estudian a menudo utilizando reacciones no enzimáticas 
modelo en las que los dadores o aceptores de protones 
son los constituyentes del agua sola o bien otros ácidos 
O bases débiles. La catálisis que sólo utiliza los iones H” 
(H,0*) u OH presentes en el agua se denomina catáli- 
sis ácida o básica específica. Si la transferencia de 
protones entre el intermedio y el agua es más rápida 
que la descomposición del intermedio en reactivos, el 
intermedio se estabiliza de manera efectiva cada vez 
que se forma. En este caso no se producirá catálisis 
adicional facilitada por otros aceptores o dadores de 
protones. No obstante, en muchos casos el agua no es- 
suficiente para impedir la descomposición en reactivos. 
En estos casos de reacciones no enzimáticas en solución 
acuosa se pueden añadir ácidos y bases débiles para 
acelerar la velocidad de reacción. No se producirá una 
catálisis adicional debida a otros dadores o aceptores de 
protones. Muchos ácidos orgánicos débiles pueden 
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FIGURA 6-9 Aminoácidos involucrados en la catálisis ácido-base 
general. Muchas reacciones orgánicas utilizadas como modelo de pro- 
cesos bioquímicos están favorecidas por dadores de protones (ácidos 
generales) o aceptores de protones (bases generales). Los sitios activos 
de algunos enzimas contienen grupos funcionales de aminoácidos, tales 
como los que aquí se muestran, que pueden participar en el proceso 
catalítico como dadores o aceptores de protones. 
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suplementar al agua como dadores de protones en esta 
situación, del mismo modo que bases orgánicas débiles 
pueden servir como aceptores de protones. El término 
catálisis ácido-base general hace referencia a las 
transferencias de protones facilitadas por ácidos y bases 
débiles que no son el agua. 

En el sitio activo de un enzima, en donde puede que 
el agua no esté disponible como dador o aceptor de 
protones, la catálisis ácido-base general adquiere gran 
importancia. Varias cadenas laterales de aminoácidos 
pueden, y de hecho actúan, como dadores y aceptores 
de protones (Fig. 6-9). Estos grupos se pueden posi- 
cionar de forma precisa en el sitio activo de un enzima 
para permitir la transferencia de protones, generando 
incrementos de velocidad del orden de 10* a 10”. Este 
tipo de catálisis tiene lugar en la gran mayoría de los 
enzimas. 


Catálisis covalente En la catálisis covalente se forma un 


enlace covalente transitorio entre el enzima y el sustra- 


to. Consideremos la hidrólisis de un enlace entre los 
grupos A y B: 


H¿0 
A—B —> A+B 


En presencia de un catalizador covalente (un enzima 
con un grupo nucleofílico X:) la reacción se transforma 
en 


Br der A TE 

La formación y descomposición de un intermedio cova- 
lente crea una nueva ruta para la reacción pero sólo 
produce catálisis si la nueva ruta tiene una energía de 
activación inferior que la ruta no catalizada. Los dos 
nuevos pasos han de ser más rápidos que la reacción no 
catalizada. Diversas cadenas laterales de aminoácidos, 
entre las que se cuentan todas las de la Fig. 6-9, así 
como los grupos funcionales de algunos cofactores enzi- 
máticos, sirven como nucleófilos para la formación de 
enlaces covalentes con los sustratos. Estos complejos 
covalentes siempre experimentan una reacción adicio- 
nal con el fin de regenerar el enzima libre. El enlace 
covalente formado entre el enzima y el sustrato puede 
activar un sustrato para una nueva reacción de una 
forma que es normalmente específica para el grupo o 
coenzima implicado. 


Catálisis por iones metálicos Los metales, tanto si están 
fuertemente unidos al enzima o son captados de la solu- 
ción junto con el sustrato, pueden participar de diferen- 
tes maneras en la catálisis. Interacciones iónicas entre un 
metal fijado al enzima y el sustrato pueden ayudar a 
orientar a un sustrato para que reaccione o estabilizar 
estados de transición de la reacción que estén cargados. 
Esta utilización de interacciones de fijación débiles entre 
el metal y el sustrato es similar a algunos de los usos de 
la energía de fijación enzima-sustrato descrita anterior- 
mente. Los metales también pueden facilitar reacciones 
de oxidación-reducción mediante cambios reversibles en 
el estado de oxidación del ión metálico. Casi una tercera 
parte de los enzimas conocidos requieren uno o más 
iones metálicos para su actividad catalítica. 

La mayoría de enzimas utilizan una combinación de 
varias estrategias catalíticas para conseguir un incre- 
mento de velocidad. Un buen ejemplo de ello es la utili- 


Me 


zación de la catálisis covalente, catálisis ácido-base 
general y estabilización del estado de transición en la 
reacción catalizada por la quimotripsina descrita con 
mayor detalle en la Sección 6.4. 


RESUMEN 6.2 Funcionamiento de los enzimas 


E Los enzimas son catalizadores muy eficientes, capa- 
ces de aumentar las velocidades de reacción en un fac- 
tor de entre 10% y 10". 

M Las reacciones catalizadas por enzimas se caracteri- 
zan por la formación de un complejo entre el sustrato y 
el enzima (complejo ES). La fijación del sustrato se 
produce en una bolsa del enzima llamada sitio activo. 
E La función de los enzimas y de otros catalizadores 
consiste en disminuir la energía de activación, AG*, de 
una reacción con el fin de incrementar su velocidad de 
reacción. El equilibrio de una reacción no se ve afectado 
por el enzima. 

E Una parte significativa de la energía utilizada para el 
incremento de la velocidad de las reacciones enzimáticas 
proviene de las interacciones débiles (enlaces de hidróge- 
no, interacciones hidrofóbicas e interacciones iónicas) 
entre enzima y sustrato. El sitio activo del enzima tiene 
una estructura tal que hace que algunas de estas interac- 
ciones débiles tengan lugar de modo preferente en el 
estado de transición de la reacción, con lo que lo estabili- 
zan, Una de las razones del gran tamaño de los enzimas es 
la necesidad de que existan múltiples interacciones. La 
energía de fijación, AG,, se utiliza para compensar la 
energía de activación requerida, AG*, de diversas mane- 
ras. Puede utilizarse, por ejemplo, para disminuir la 
entropía del sustrato, desolvatarlo o para producir un 
cambio de conformación en el enzima (encaje inducido). 
La energía de fijación es también la responsable de la 
exquisita especificidad de los enzimas hacia sus sustratos. 
MM La necesidad de que hayan múltiples interacciones es 
una de las razones del gran tamaño de los enzimas. La 
energía de fijación, AG, se utiliza para compensar, de 
diversas maneras, la energía requerida para la activación 
AG*, disminuyendo, por ejemplo, la entropía del sustrato 
dando lugar a la desolvatación del sustrato, o mediante un 
cambio conformacional en el enzima (encaje inducido). 
La energía de fijación también explica la exquisita especi- 
ficidad de los enzimas coin respecto a sus sustratos. 

E Entre los mecanismos catalíticos adicionales 
empleados por los enzimas se cuentan la catálisis áci- 
do-base general, la catálisis covalente y la catálisis por 
iones metálicos. La catálisis suele implicar la existencia 
de interacciones covalentes transitorias entre el sustra- 
to y el enzima, o transferencias de grupos desde o al 
enzima, con el fin de adoptar un camino de reacción 
nuevo y de menor energía. En todos los casos, el enzima 
vuelve a adquirir el estado no ligado una vez se ha com- 
pletado la reacción. 


6.3 La cinética enzimática 
como método para comprender 
el mecanismo 


Los bioquímicos utilizan normalmente diversos métodos 
para estudiar el mecanismo de acción de enzimas puri- 
ficados. La estructura tridimensional de la proteína 
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Concentración de producto, [P] 


Tiempo 


FIGURA 6-10 Velocidades iniciales de las reacciones catalizadas 
enzimáticamente. Un enzima hipotético cataliza la reacción S D P, y se 
encuentra presente a una concentración suficiente para catalizar ta reac- 
ción a la velocidad máxima, Y, de 1 m/min. La constante de Michae- 
lis K_ (explicada en el texto), es de 0,5 pw. Se muestran las curvas de 
progreso para concentraciones de sustrato por debajo de la K, del valor 
de la K y por encima del mismo. La velocidad de la reacción catalizada 
por el enzima desciende al irse convirtiendo el sustrato en producto. La 
tangente de cada curva tomada a tiempo = O define la velocidad inicial, 
Vy de cada reacción. 


proporciona información importante, que se puede 
completar con la obtenida por la química de proteínas 
clásica y por los métodos modernos de mutagénesis 
dirigida (el cambio de la secuencia de aminoácidos de 
una proteína mediante ingeniería genética; véase la Fig. 
9-10). Estas tecnologías permiten a los enzimólogos 
examinar el papel de aminoácidos concretos en la 
estructura y en la acción del enzima. No obstante, el 
método más antiguo para estudiar mecarismos de reac- 


Velocidad inicial, Vo (mpup/min) 


Km 


Concentración de sustrato, [5] (mm) 


FIGURA 6-11 Efecto de la concentración de sustrato sobre la veloci- 
dad inicial de una reacción catalizada por un enzima. En una gráfica de 
este tipo se puede obtener V „ por extrapolación debido a que Y, se 
acercará pero nunca alcanzará Vi La concentración de sustrato a la 
que V, es la mitad de la máxima es K, la constante de Michaelis-Men- 
ten. En un experimento de este tipo la concentración de enzima es gene- 
ralmente tan baja que [S5] >> [E] incluso cuando [S] se describe como 
baja o relativamente baja. Las unidades reseñadas son tipicas de las 
reacciones catalizadas por enzimas y sólo se muestran aquí para ayudar 
a ilustrar el significado de V, y [S]. (Obsérvese que la curva describe 
parte de una hipérbola rectangular con una asíntota en V Si se conti- 
nuase la curva por debajo de [5] = O se aproximaria a una asintota verti- 
cala [S] =- K) 


ción enzimáticos, que continúa siendo el más importan- 
te, consiste en la determinación de la velocidad de la 
reacción y del modo en que ésta cambia en respuesta a 
cambios en los parámetros experimentales, disciplina 
que se conoce como cinética enzimática. A continua- 
ción se expone una introducción básica a la cinética de 
las reacciones catalizadas por enzimas. 


“La concentración de sustrato afecta a la velocidad 


de las reacciones catalizadas por enzimas 


Uno de los factores clave que afectan la velocidad de 
una reacción catalizada por un enzima es la concentra- 
ción de sustrato presente, [S]. Sin embargo, el estudio 
de los efectos de la concentración de sustrato es com- 
plicado debido al hecho de que [S] cambia durante el 
transcurso de una reacción in vitro a medida que el 
sustrato se convierte en producto. Una aproximación 
que sirve para simplificar los experimentos cinéticos 
consiste en medir la velocidad inicial, designada F, 
(Fig. 6-10). En una reacción típica, el enzima puede 
estar presente en concentraciones del orden nanomo- 
lar, mientras que [S] puede ser cinco o seis órdenes de 
magnitud mayor. Si sólo se toman datos del inicio de la 
reacción en el que los cambios en [S] se limitan a un 
pequeño porcentaje y puede considerarse que la con- 
centración permanece constante. A continuación 
puede explorarse el valor de V, en función de [S], valor 
que es ajustado por el investigador. El efecto de la 
variación de [S] sobre V, cuando se mantiene constante 
la concentración de enzima se muestra en la Figura 
6-11. A concentraciones de sustrato relativamente 
bajas, V, aumenta casi linealmente con el incremento 
de [S]. A mayores concentraciones de sustrato, V, 
aumenta a incrementos cada vez menores en respuesta 
a incrementos de [S]. Finalmente, se alcanza un punto 
más allá dei cual se dan incrementos pequeñísimos de 
V,a medida que aumenta [S]. Esta meseta se denomina 
velocidad máxima, Y... 

El complejo ES constituye la clave para entender el 
comportamiento cmético, del mismo modo que repre- 
sentó un punto de partida para la discusión de la catáli- 
sis. El patrón cinético de la Figura 6-11 hizo que Victor 
Henri, bajo la dirección de Wurtz, propusiese en 1903 
que la combinación de un enzima con su molécula de 
sustrato para formar el complejo ES es un paso necesa- 
rio en la catálisis enzimática. Esta idea fue ampliada 
para dar lugar a una teoría general de la acción enzimá- 
tica, en particular a cargo de Leonor Michaelis y Maud 


Maud Menten, 1879-1960 
[Fuente; Cortesía de Archives 
Service Center, University of 
Pittsburgh. ] 


Leonor Michaelis, 1875-1949 
[Fuente: Rockefeller Archive 
Center. ] 
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Menten en 1913. Postularon que el enzima se combina 
en primer lugar de forma reversible con su sustrato 
formando un complejo enzima-sustrato en un paso 
reversible relativamente rápido: 


ki 
E + 5 == ES (6-7) 


El complejo ES se descompone seguidamente en un 
segundo paso más lento dando el enzima libre y el pro- 
ducto de la reacción P: 


ES = E 4P (6-8) 
—2 
Puesto que la segunda reacción (Ecn. 6-8) es la más 
lenta ha de limitar, por tanto, la velocidad de la reacción 
global, que ha de ser proporcional a la concentración de 
la especie que reacciona en el segundo paso, es decir, 
ES. 

En cualquier momento de una reacción catalizada 
por un enzima, éste existe en dos formas, la forma libre 
o sin combinar E y la forma combinada ES. A baja [S!, la 
mayor parte del enzima estará en la forma sin combinar 
E. Aquí la velocidad será proporcional a [S] porque el 
equilibrio de la ecuación 6-7 será empujado hacia la 
formación de más ES a medida que [S] aumenta. La 
velocidad inicial máxima de la reacción catalizada (V___) 
se observará cuando virtualmente todo el enzima esté 
en forma de complejo ES y la concentración de E sea 
extremadamente pequeña. En estas condiciones, el 
enzima está “saturado” con su sustrato de modo que el 
aumento adicional de [S] no tendrá efecto sobre la velo- 
cidad. Esta condición se producirá cuando [S] sea lo 
suficientemente alta como para que todo el enzima libre 
se haya convertido en la forma ES. Cuando el complejo 
ES se descompone dando el producto P, el enzima 
queda libre para catalizar la reacción con otra molécula 
de sustrato (cosa que hará rápidamente en condiciones 
de saturación). El efecto de saturación es una caracte- 
rística distintiva de la catálisis enzimática y es el respon- 
sable de la meseta observada en la Figura 6-11. El 
patrón observado en la Figura 6-11 recibe en ocasiones 
el nombre de cinética de saturación. 

Cuando el enzima se mezcla inicialmente con un gran 
exceso de sustrato, existe un período inicial, denominado 
estado pre-estacionario, durante el cual aumenta. la 
concentración del complejo ES. En muchas reacciones 
enzimáticas este período es muy breve. Normalmente es 
demasiado corto para que sea observado fácilmente y 
dura tan sólo unos microsegundos por lo que no aparece 
en la Figura 6-10. (Volveremos al estado pre-estaciona- 
rio más adelante en esta sección). La reacción alcanza 
rápidamente un estado estacionario en el que [ES] (y 
la concentración de cualquier otro intermedio) perma- 
nece aproximadamente constante con el tiempo. El 
concepto de estado estacionario fue presentado por 
G.E. Briggs y Haldane en 1925 es una aproximación 
basada en una realidad sencilla. Tal como se ha mencio- 
nado anteriormente, los enzimas son catalizadores 
poderosos que se encuentran, en general, a concentra- 
ciones que son órdenes de magnitud inferiores a la 
concentración de sustrato. Una vez transcurrida la fase 
efímera del estado pre-estacionario (frecuentemente 
después de un solo ciclo enzimático; esto es, la conver- 
sión de una molécula de sustrato en una de producto 


por cada molécula de enzima), P se genera a la misma 
velocidad que se consume $ sólo si la concentración del 
intermedio ES permanece estacionaria. La V, medida 
refleja generalmente el estado estacionario, aún cuando 
V, se limite a los primeros instantes de la reacción; el 
análisis de las velocidades iniciales se conoce como 
cinética del estado estacionario. 


La relación entre concentración de sustrato y velocidad 
de reacción enzimática se puede expresar de manera 
cuantitativa 


La curva que representa la relación entre [S] y V, (Fig. 
6-11) tiene la misma forma general para la mayoría de 
enzimas (se acerca a una hipérbola rectangular), y se 
puede expresar algebraicamente mediante la ecuación 
de Michaelis-Menten. Estos investigadores dedujeron 
esta ecuación a partir de su hipótesis básica de que el 
paso limitante de velocidad en las reacciones enzimáti- 
cas es la descomposición del complejo ES para formar 
el producto y el enzima libre. La ecuación es 


ax 15) 
o = Ka+ [S] 


Los términos importantes son [S], V,, V a. y una cons- 
tante llamada constante de Michaelis o K „ Todos estos 
términos se pueden medir fácilmente de manera expe- 
rimental. 

Aquí desarrollaremos los pasos lógicos y algebraicos 
básicos para plantear uma deducción moderna de la 
ecuación de Michaelis-Menten que asume la existencia 
del estado estacionario introducida por Briggs y Halda- 
ne. La deducción se inicia con las dos reacciones básicas 
que intervienen en la formación y descomposición de 
ES (Ecns. 6-7 y 6-8). En los primeros momentos de la 
reacción, la concentración del producto, [P], es despre- 
ciable y se contempla la simplificación de que puede 
ignorarse la reacción inversa P — S (descrita por k ,). 
Esta suposición no introduce distorsiones críticas y 
simplifica nuestra tarea. La reacción global se reduce a 


(6-9) 


k; Ka 
E +S ES — E +P 


1 


(6-10) 


V, viene determinada por la descomposición de ES para 
dar producto, que viene fijada por [ES]: 


o Vo = ka[ES] (6-11) 


Dado que [ES] de la Ecuación 6-11 no se puede medir 
experimentalmente con facilidad, hemos de empezar 
por encontrar una expresión alternativa para este tér- 
mino. En primer lugar introduciremos el término [E] 
que representa la concentración total de enzima. (la 
suma de enzima libre y enzima unido al sustrato). Eb. 
enzima libre, o no fijado, se puede representar, por 
tanto, como [E,J-[ES]. Además, debido a que {S} es ordi- 
nariamente mucho mayor que [E], la cantidad de sus- 
trato fijada por el enzima en cualquier momento de la 
reacción es despreciable comparado con la [S] total. 
Teniendo en cuenta estas consideraciones, los pasos 
siguientes nos conducirán a una expresión de V, en 
función de parámetros que se miden fácilmente. 


Paso 1. Las velocidades de formación y descomposición 
de ES vienen determinadas por las constantes de veloci- 
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dad k, (formación) y k ,+ k, (descomposición a reactivos 
y productos, respectivamente), según las expresiones: 


Velocidad de formación de ES = 
k1([E,] — [ESD(S] (6-12) 


Velocidad de descomposición de ES = 
k_,[ES] + k2[ES] (6-13) 


Paso 2. Damos ahora por supuesta una importante con- 
sideración: que la velocidad inicial de reacción refleja 
un estado estacionario en el que [ES] es constante, es 


decir, la velocidad de formación de ES es igual a la velo- 


cidad de descomposición. A esto se le denomina hipó- 
tesis del estado estacionario. Las expresiones de las 
Ecuaciones 6-12 y 6-13 pueden igualarse en el estado 
estacionario dando: 


ki(Ed] — [ESDIS] = k-. [ES] + ka[ES] (6-14) 


Paso 3. Se realiza una serie de pasos algebraicos para 
resolver la Ecuación 6-14 en función de [ES]. Se efectúa 
la multiplicación de la parte izquierda de la igualdad y 
se simplifica la derecha dando 


ki[EJ[S] — k1ES][5] = (kı + ka)[ES] (6-15) 


Sumando el término k [ES][S] a ambos lados de la ecua- 
ción y simplificando da 


KE)[S] = (k [S] + k-, + ka[ES] (6-16) 
Despejando [ES] se obtiene: 
[ES] = k¡1E,J[S] (6-17) 


Esta expresión aún se puede simplificar más de forma 
que se combinen todas las constantes de velocidad en 
una expresión: 


[BIS] 


LES] = S] F e, + ka)/k, 


(6-18) 


Vo (am/min) 


Kon 


[S] (mm) 


FIGURA 6-12 Dependencia de ta velocidad inicial con respecto a la 
concentración de sustrato. En el gráfico se muestran los parámetros ciné- 
ticos que definen tas límites de la curva a [5] alta y baja. A baja [S], Ka? 
[S], por lo que el término [S] del denominador de ta ecuación de Michae- 
lis-Menten (Ecn. 6-9) es insignificante; la ecuación se simpiifica a V, = 
Van [SIK y V, tiene una dependencia lineal con respecto a [5] tal como 
se observa. A alta [S], en donde [S] >> K el término K del denominador 
de la ecuación de Michaelis-Menten es insignificante, simplificándose la 
reacción a V = V v esto está de acuerdo con la meseta que se observa 
a [S] elevada. La ecuación de Michaelis-Menten es, pues, cangruente con 
la dependencia observada de V, con respecto a [S], y la forma de la curva 
está definida por los términos V,_/K a baja [S] y V, a alta [51. 


El término (k , + k,)/k, se define como la constante de 
Michaelis-Menten, K_. Sustituyéndola ahora en la 
Ecuación 6-18 la expresión se simplifica a 


[EJES]. 
Km + [S] 


Paso 4. Ahora podemos expresar V, en función de [ES]. 
Sustituyendo [ES] en la Ecuación 6-11 por el lado dere- 
cho de la ecuación 6-19, obtenemos 


_ k2[ELJ(S] 

"Km 18] 

Esta ecuación aún se puede simplificar más. Dado que 
la velocidad máxima se obtendrá cuando el enzima está 
saturado (es decir, cuando [ES] = [Et)), V a se puede 


definir como k,[Et]. Sustituyendo esto en la Ecuación 
6-20 da la Ecuación 6-9: 


[ES] = (6-19) 


(6-20) 


y, = Vwax[S] 
° Km + [S] 


Esta es la ecuación de Michaelis-Menten, la ecua- 
ción de velocidad de una reacción catalizada enzimá- 
ticamente con un sustrato. Es una definición de la 
relación cuantitativa entre la velocidad inicial V, la 
velocidad máxima V__ y la concentración inicial de sus- 
trato [S], todos ellos relacionados a través de la constan- 
te de Michaelis, XK, . Obsérvese que K, tiene unidades de 
concentración molar. ¿Se ajusta esta ecuación a los 
hechos? Sí, podemos confirmarlo considerando las 
situaciones límite donde [S] es muy alta o muy baja, tal 
como muestra la Figura 6-12. 

De la ecuación de Michaelis-Menten emerge una - 
relación numérica importante en el caso especial en que 
V, es exactamente la mitad de V a (Fig. 6-12). En ese 
caso 


Vmax _ Vmax[S] 


= 6- 
2 Km + [S] tai 
Al dividir por V___ obtenemos 
1 [S] 
2 Km+ [S] res) 
Despejando K „ obtenemos K_ + [S] = 2[S], o 
K,, = [S], cuando V,=4V... 
Ka = [S], when Vo = Vmax (6-23) 


Ésta es una definición práctica muy útil de K,: K_ es 
equivalente a la concentración de sustrato a la cual V, 
es la mitad de V uw 

La ecuación de Michaelis-Menten (Ecn 6-9) puede 
transformarse algebraicamente en formas que son útiles 
para la determinación práctica de Ka Y Vina Recuadro 
6-1) y, tal como describiremos más adelante, en el aná- 
lisis de la acción de los inhibidores (véase el Recuadro 
6-2 en la página 209). 


Los parámetros cinéticos se utilizan para comparar 
actividades enzimáticas 

Es importante distinguir entre la ecuación de Michae- 
lis-Menten y el mecanismo cinético específico sobre el 
que se basó originalmente. La ecuación describe el com- 
portamiento cinético de muchos enzimas, diciéndose de 
todos los enzimas que muestran una dependencia hiper- 
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RECUADRO 6-1 


La ecuación de Michaelis-Menten 


| _ VmaxlS] 


o= Ea + 18] 
se puede transformar algebraicamente en formas más 
| útiles para representar los datos experimentales. Una 
transformación común se obtiene tomando simple- 
mente los inversos en ambos lados de la ecuación de 
Michaelis-Menten, dando lugar a: 


i Km+I8) 
Vo > Y max[9] 


Separando los componentes del numerador en el 
| segundo miembro de la ecuación da 

| 

| 

| 


1_ Ka [S] 
que se simplifica a 
ES ne Km di d 
Vo Vmax [9] V nk 


Esta forma de la ecuación de Michaelis-Menten se 
denomina ecuación de Lineweaver-Burk. Para los 
enzimas que obedecen la relación de Michaelis-Men- 
ten la gráfica de 1/V, frente a 1/[S] (el “doble recípro- 
co” de la gráfica de V, frente a [S] que hemos utilizado 
hasta este momento) da una línea recta (Fig. 1). Esta 
línea tiene una pendiente igual a K_/V__, la intersec- 
ción sobre el eje 1/V, es I/V a» y la intersección sobre 
el eje 1/(S] es igual a -1/K_. La presentación doble 
| recíproca, también denominada gráfica de Linewea- 


| 
pdas 
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bólica de V, frente a [S] que siguen una cinética de 
Michaelis-Menten. La regla práctica de que K_ = [S] 
cuando V, = %V a (Ecn. 6-23) es válida para todos los 
enzimas que siguen la cinética de Michaelis-Menten. 
(Las principales excepciones a la cinética de Michae- 
lis-Menten son los enzimas reguladores, que se discuten 
en la Sección 6.5.) Sin embargo, la ecuación de Michae- 
lis-Menten no depende del mecanismo relativamente 
sencillo de dos pasos propuesto por Michaelis y Menten 
(Ecn. 6-10). Muchos enzimas que siguen cinética de 
Michaelis-Menten tienen mecanismos de reacción muy 
diferentes y enzimas que catalizan reacciones con seis u 


TABLA 6-6 | K dealgunos enzimas y sustratos 
K, (mu) 
` Hexoquinasa (cerebro) ATP j R 0,4 | 
| b-Glucosa 0,05. 
D-Pructosa 1,5 
Carbónico anhidrasa HCO; 26 
! Quimotripsina Glciltirosinilglicina 108 
| N-Benzoiltirosinamida 2,5 
P-Galactosidasa D-Lactosa 40 
| Treonina deshidratasa L-Treonina 


—— 


oo 


Métodos para determinar la estructura tridimensional de una proteina 


ver-Burk, tiene la gran ventaja de permitir una deter- 
minación mucho más precisa de V , la cual sólo 
puede ser obtenida aproximadamente a partir de 
una gráfica simple de V, frente [S] (véase la Fig. 6-12), 

Se han deducido y utilizado otras transformacio- 
nes de la ecuación de Michaelis-Menten. Cada una de 
ellas tiene alguna ventaja al analizar los datos cinéti- | 
cos enzimáticos. (Véase el problema 16 al final del | 
capítulo). | 
La gráfica de los dobles recíprocos de las velocidades 
de reacción enzimáticas es muy útil para distinguir 
entre ciertos tipos de mecanismos de reacción enzi- | 
máticos (véase la Fig. 6-14) y para analizar la inhibi- 
ción enzimática (véase el Recuadro 6-2). 


Pendiente = Km 


mar 


FIGURA 1 Gráfico de dobles recíprocos o de 
Lineweaver-Burk. 


ocho pasos identificables muestran, a menudo, el mismo 
comportamiento cinético en el estado estacionario. 
Aunque la ecuación 6-23 es válida para muchos enzi- 
mas, tanto la magnitud como el significado real de Vax 
y de K, pueden cambiar de un enzima a otro. Ésta es 
una limitación importante de la aproximación del estado 
estacionario a la cinética enzimática. V__ y K son pará- 
metros que se pueden obtener experimentalmente para 
cualquier enzima, pero que por sí mismos proporcionan 
muy poca información acerca del número, velocidad o 
naturaleza química de cada uno de los pasos discretos 
en la reacción. La cinética del estado estacionario repre- 
senta, no obstante, el lenguaje estándar mediante el 
cual se caracterizan y comparan las eficacias catalíti- 
cas de los enzimas. ba 
Interpretación de Y”, y de K, En la Figura 6-12 
se muestra un método gráfico sencillo para obtener 
un valor aproximado de K En el Recuadro 6-1 se 
| presenta un procedimiento más práctico, utilizando 
| una gráfica doble recíproca. X puede variar con- 
| siderablemente de un enzima a otro, incluso para 
diferentes sustratos del mismo enzima (Tabla 6-6). A 
veces el término se utiliza (a menudo de forma 
inadecuada) como una indicación de la afinidad de 
un enzima por su sustrato. El significado real de K, 


50 | depende de aspectos específicos del mecanismo de 
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TABLA 6-7 Números de recambio (k ] 


de algunos enzimas 


€ m O KXÁA 


número de pasos en la reacción y la identidad del paso 
(o pasos) limitante de velocidad pueden variar de un 
enzima a otro. Por ejemplo, consideremos la situación, 
bastante frecuente, en la que la liberación del producto, 
EP — E +P, es el paso limitante de velocidad. Al inicio 


| En FLO, 40.000.000 de la reacción (cuando la [P]) es baja), se puede descri- 

| Carbónico HCO; 400.000 bir la reacción completa mediante el esquema 
anhidrasa | kı le ks 
Acetilcolinesterasa Acetilcolina 14.000 E +S = ES = EP —> E +P (6-25) 
-Lactamasa Bencilpenicilina 2.000 E | 

| 800 En este caso, la mayor parte del enzima se encuentra en 

' Purnarasa Fumarato | “la forma EP en condiciones de saturación, con lo que 

| Proteína RecA ATP 0,5 | V ax = KalE,]. Es útil definir una constante de velocidad 

| (una ATPasa)  ć EA más general, k „„„ para describir la velocidad limitante 


reacción tales como el número y velocidades relativas 
de los pasos individuales de la reacción. Para reacciones 
de dos pasos, 


ke tk; 
kı 


Cuando k, es limitante de velocidad, k, << k , por lo que 
K „ se simplifica a k / k, que se define como constante 
de disociación, K,, del complejo ES. Cuando se dan 
estas condiciones, K „ representa una medida de la afi- 
nidad del enzima por su sustrato en el complejo ES. Sin 
embargo, esta situación no es válida para la mayoría de 
enzimas. A veces, k, >> k, por lo que K, = k./k,. En 
otros casos k, y k , son comparables por lo que K „€s una 
función más compleja de las tres constantes de veloci- 
dad (Ecn. 6-24). La ecuación de Michaelis-Menten y el 
comportamiento de saturación característico del enzi- 
ma contmúan siendo válidos, pero K „no se puede con- 
siderar como una medida sencilla de la afinidad por el 
sustrato. Aún son más comunes los casos en los que la 
reacción transcurre a través de múltiples pasos después 
de la formación del complejo ES; en estas condiciones 
K,, es una función muy compleja de muchas constantes 
de velocidad. 

V a también varía considerablemente de un enzima 
a otro. Si un enzima reacciona según el mecanismo de 
Michaelis-Menten de dos pasos, V ax = KalE,] en donde 
k, es el paso limitante de velocidad. No obstante, el 


Ko (6-24) 


de cualquier reacción enzimática en condiciones de 
saturación. Si hay varios pasos en la reacción y uno de 
ellos es claramente limitante, k „ es equivalente a la 
constante de velocidad del paso limitante. Para la reac- 
ción simple de la Ecuación 6-10, k___ = k, Para la reac- 
ción de la Ecuación 6-25, en la que la liberación de 
producto es claramente el paso limitante, k = k, 
Cuando hay varios pasos que son parcialmente limitan- 
tes de velocidad, k _„ es una función compleja de varias 
constantes de velocidad que definen cada paso indivi- 
dual de la reacción. En la ecuación de Michaelis-Men- 
ten, k a = Y... [E], con lo que la Ecuación 6-9 se trans- 
forma en 


ken lEJIS] 
Vo = + [S] 


La constante k „ €S una constante de velocidad de pri- 
mer orden con unidades de tiempos inversos y recibe. 
también el nombre de número de recambio (en inglés 
turnover number). Es equivalente al número de molé- 
culas de sustrato convertidas en producto por unidad 
de tiempo y a cargo de una sola molécula de enzima 
cuando el enzima está saturado con el sustrato. En la 
Tabla 6-7 se indican los números de recambio de varios 
enzimas. 


(6-26) 


Comparación de mecanismos y eficiencias catalí- 
ticas Los parámetros cinéticos k „ y K_ son útiles para 
el estudio y comparación de diversos enzimas tanto si 


TABLA 6-8 Enzimas para los quek /K_ es próximo al límite controlado por difusión 
(108 a 109 m-15-1) 
Enzima Sustrato (51) (1) (ms) 
Acetilcolinesterasa Acetilcolina 1,4 x 10* 9x 10% | 16x108 
| Carbónico anhidrasa CO, 1 x 108 1,2 x 107 8,3x 10 
HCO; 4 x 105 2,6x 10? 1,5x 107 | 
Catalasa H,O, 4 x 107 1,1x 100 4x10 | 
Crotonasa Crotonil-CoA 5,7 x 10x 2x 105 28x10 
Fumarasa Fumarato 828x102 5x 10% 1,6 x 10* 
Malato 9x 10 2,5 x 10% 3,6 x 107 
¿-Lactamasa Bencilpenicilina 2,0 x 10x 2x 105 1x 108 


> o e 


Fuente: Fersht, A. (1999), Structure and Mechanism in Protein Science, p. 186, W. H. Freeman and Company. 
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sus mecanismos de reacción son sencillos como si son 
complejos. Cada enzima tiene valores de k „y de K,, que 
reflejan el ambiente celular, la concentración de sustra- 
to encontrada normalmente in vivo por el enzima y la 
química de la reacción catalizada. 

Los parámetros k .. y K_ nos permiten también eva- 
luar la eficiencia cinética de los enzimas, pero para este 
fin no es suficiente cada uno de los parámetros por sí 
solos. Dos enzimas que catalizan reacciones diferentes 
pueden tener la misma k „ (número de recambio) y, no 
obstante, las velocidades de las reacciones sin catalizar 
pueden ser diferentes, con lo que los incrementos de 
velocidad producidos por los enzimas pueden variar 
mucho. Experimentalmente, la K_ de un enzima tiende 
a ser similar a la concentración celular de su sustrato. 
Un enzima que actúa sobre un sustrato presente en muy 
baja concentración en la célula tenderá a tener una K, 
inferior que un enzima que actúa aane un sustrato que 
es más abundante., 

La mejor manera de comparar las eficiencias catalí- 
ticas de diferentes enzimas o el recambio de diferentes 
sustratos por el mismo enzima es mediante la compara- 
ción de la relación k__/K_ para las dos reacciones. Este 
parámetro, conocido a veces como constante de espe- 
cificidad, es la constante de velocidad para la conver- 
sión de E+S a E+P. Cuando [S] << Km, la Ecuación 6-26 
se simplifica a 

_ Kar 
Ya = y ES) (6-27) 
m 

En este caso V, depende de la concentración de dos 
reactivos, [E,] y [S]; por tanto, ésta es una ecuación de 
velocidad de segundo orden y la constante k „/K„ una 
constante de velocidad de segundo orden con unidades 
Ms”. Existe un límite superior de k,. /K_, impuesto por 
la velocidad a la que E y 5 pueden difundir conjunta- 
mente en uma solución acuosa. Este límite controlado 
por difusión está entre 10% y 10° ms”. Hay muchos enzi- 
mas que tienen un valor de k, /K, cercano a este límite 
(Tabla 6-8). Se dice que estos enzimas han alcanzado la 
perfección catalítica. Obsérvese que valores diferentes 
de k.,, y K, pueden dar la relación máxima. 


EJEMPLO PRÁCTICO 6-1 Determinación de K, 


-o ar paa 


Se ha descubierto un enzima que cataliza la reactii 
química 


TRISTE == FELIZ 


Un equipo de entusiastas investigadores se dispone a 
estudiar el enzima, al que denominan felicidasa. Encuen- 
tran que la k „de la felicidasa es de 600 s”. Llevan a 
cabo diversos experimentos. 

Cuando [E,] = 20 nm y [TRISTE] = 40 ym, la velocidad de 
reacción, V,, es 9,6 ¡um s”. Calcule la K para el sustrato 
TRISTE. 


Solución: Conocemos kw [EJ] y Vy Queremos obtener 
K La Ecuación 6-26, en la que sustituimos la Vay de la 
ecuación de Michaelis-Menten por k „ [E], nos , resulta 
útil en este caso. Sustituyendo los valores conocidos en 
la Ecuación 6-26 podemos determinar K» 


y,  KolE JS) 
0 Kn +18] 
600 s” 50,020 40 
pa g E DORA O 
Km + 40 uM 

480 um” s~} 

E A 

sd Km + 40 uM 
9,6 uM S™(Km + 40 um) = 480 més ' 

480 um? s* 

Km + 40 uM = —— “$ 
9,6 MS 


Km + 40 ¡nm = 50 ¡um 
Km = 50 ym — 40 uM 
Km = 10 4M 


Una vez haya trabajado con esta ecuación encontrará 
atajos para resolver problemas como éste. Por ejemplo, 
se puede calcular la V, sabiendo que k „lE = V, 
(600 s~ x 0,020 ym = 12 ¡m s~ en este caso). Una simple 
reestructuración de la Ecuación 6-26 dividiendo ambos 
lados por V a, da 


Yo IS 
Vmax Km+t [S] 


De este modo, la relación V/V „= 9,6 pm s” /12 uu s` = 
[SY(K,, + [S]). Esto simplifica la resolución de K que da 
0,25[5] o sea 10 uM. 


EJEMPLO PRACTICO 6- 6-2 Determinación de [S] 


—M¿M¿M 0 a. — — 


En blo experimento con la felicidasa ez en el que se utiliza 
una [E,] = 10 nm, la velocidad de reacción, V,, tiene un valor 


de 3 ¡um s`”. ¿Cuál es la [S] usada en este experimento? 


Solución: Usando la misma lógica que en el Ejemplo 
Práctico 6-1, vemos que la V,.. para esta concentración 
de enzima es 6 ym s”. Observe que la V, es exactamente 
la mitad que la Y, Recuerde que K „es, por definición, 
igual a la [S] en la que Y, = V w Por tanto, la [S] debe 
ser en este caso igual a la K „ es decir, 10 ym. Si V, tuvie- 
ra un valor distinto a V a. sería más sencillo usar la 
expresión V/V a = [SK + [SD para obtener [5]. 


Muchos enzimas catalizan reacciones en las que 
intervienen dos o más sustratos 


Hemos visto de qué modo la [S} afecta la velocidad de 
una reacción enzimática sencilla (S — P) en la que hay 
una sola molécula de sustrato. No obstante, en muchas 
reacciones enzimáticas, se fijan al enzima dos (o incluso 
más) moléculas de sustrato diferentes que participan en 
la reacción Aproximadamente dos tercios de todas las 
reacciones enzimáticas tienen dos sustratos y dos pro- 
ductos. Generalmente, son reacciones en las que se 
transfiere un grupo de un sustrato al otro o un sustrato 
es oxidado mientras que se reduce el otro. Por ejemplo, 
en la reacción catalizada por la hexoquinasa, el ATP y la 
glucosa son las moléculas de sustrato y el ADP y la glu- 
cosa 6-fosfato los productos: 
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(a) Reacción enzimática con formación de un complejo ternario 


Ordenado S, 
EFS == ES — ESS ———> E+P, +P 


Àl azar 

PRA 

E ESS, ——> E +P, +P, 
"> ES, eo 


(b) Reacción enzimática en la que no se forma un complejo ternario 


P} S2 


(c) Notación de Cleland 
Ordenado bi bi 


À B p Q 
E EA FAB EFQ EQ E 
Al azar bi bi 
A B P Q 


EAB —- EPQ 


B A Q P 
(d) Ping-Pong en notación de Cleland 


A P B Q 


A A mE HR 


FIGURA 6-13 Mecanismos comunes de las reacciones bisustrato 
catalizadas enzimáticamente. (a) El enzima y ambos sustratos se unen 
formando un complejo ternario. En ta unión ordenada, el sustrato 1 debe 
unirse antes de que el sustrato 2 se pueda unir de manera productiva, En la 
unión estadística o al azar, la unión de los sustratos se puede dar en cual- 
quier orden. En (b) se forma un complejo enzima-sustrato, un producto 
abandona el complejo, el enzima modificado forma un segundo complejo 
con otra molécula de sustrato y sale el segundo producto, regenerando el 


ATP + glucosa — ADP + glucosa 6-fosfato 


Se transfiere un grupo fosforilo desde el ATP a la gluco- 
sa. Las velocidades de tales reacciones bisustrato se 
pueden analizar según el método de Michaelis-Menten. 
La hexoquinasa tiene una K_ característica para cada 
uno de sus sustratos (Tabla 6-6). 

Las reacciones enzimáticas en las que hay dos sus- 
tratos transcurren por una entre varias rutas diferentes. 
En algunos casos, ambos sustratos están fijados al enzi- 
ma al mismo tiempo, formando en algún momento de la 
reacción un complejo ternario no covalente (Fig. 6-13a); 
los sustratos pueden fijarse en una secuencia al azar o 
en un orden específico. En otros casos no se forma com- 
plejo ternario cuando el primer sustrato se convierte en 
producto y se disocia antes de que se una el segundo 
sustrato. Un ejemplo de esto es el mecanismo Ping- 
Pong o de doble desplazamiento (Fig. 6-13b). 

Una notación abreviada desarrollada por W.W. Cle- 
land puede ser útil en la descripción de reacciones con 


Creciente 
[S>] 


n a e. 
(a) [S] (45) 
FIGURA 6-14 Análisis cinético en el estado estacionario de las reac- 
ciones bisustrato. En estas gráficas de dobles recíprocos (véase el 
Recuadro 6-1) se varía la concentración del sustrato 1 mientras que se 
mantiene constante la concentración del sustrato 2. Esto se repite para 


E EA—FP F  FB—EQ E 


enzima. El sustrato 1 puede transferir un grupo funcional al enzima (for- 
mando E” modificado covalentemente) que es posteriormente transferido 
al sustrato 2. Éste es un mecanismo denominado Ping-Pong o de doble 
desplazamiento. (c) Formación de un complejo ternario utilizando la nota- 
ción de Cleland. En las reacciones bi bi ordenada y bi bi estadística aquí 
mostradas, la liberación del producto sigue el mismo patrón que la unión 
del sustrato: los dos ordenados o los dos estadísticos. (d) Reacción Ping- 
Pong o de doble desplazamiento según la notación de Cleland. 


múltiples sustratos y productos. En este sistema cono- 
cido como nomenclatura de Cleland los sustratos se 
denominan A, B, C y D según el orden de unión al enzi- 
ma mientras que los productos se denominan P, Q, S, T 
según el orden de disociación. Las reacciones enzimáti- 
cas con uno, dos, tres o cuatro sustratos se conocen 
como uni, bi, ter y quad, respectivamente. El enzima se 
denota, como siempre, E, pero si se modifica en el 
transcurso de la reacción, las formas sucesivas se deno- 
minan F, G, etc. El progreso de la reacción se indica 
mediante una línea horizontal, en la que las especies 
químicas sucesivas se escriben debajo de la misma. Si 
hay alguna alternativa en la ruta de reacción la línea 
horizontal se bifurca. Los pasos en donde se produce 
unión o disociación de sustratos y productos están indi- 
cados con líneas verticales. En la Fig. 16-13c se ilustran 
con la notación abreviada reacciones comunes con dos 
sustratos y dos productos (bi bi) de tipo bi bi ordenado 


- y bi bi estadístico. En este último caso la liberación de 


Creciente 


e 


E 
(b) [S] {mMm 


diversos valores de [52], con lo que se generan varias lineas separadas. 
(a) Si las líneas se cortan se ha formado un complejo ternario en la reac- 
ción; (b) si son paralelas, la reacción transcurre a través de una ruta 
ping-pong o de doble desplazamiento 
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Glucosa 6-fosfatasa 


Pepsina 


log Vo 


2 4 6 8 10 


FIGURA 6-15 Perfiles de actividad frente al pH de dos enzimas. Estas 
curvas se construyen a partir de medidas de las velocidades iniciales 
cuando la reacción se lleva a cabo en tampones de pH diferentes 
Debido a que el pH es una escala logarítmica que expresa cambios de 
diez veces en [H+], los cambios en V, también están representados en 
escala logarítmica. El pH óptimo de actividad de un enzima es general- 
mente un reflejo del pH del ambiente celular en el que se encuentra nor- 
malmente. La pepsina, que se encuentra en el estómago, tiene un pH 
óptimo alrededor de 1,6. El pH del jugo gástrico se encuentra entre 1 y 2. 
La glucosa 6-fostatasa de los hepatocitos (células del hígado), con un 
pH óptimo alrededor de 7,8 es responsable de la liberación de glucosa a 
la sangre. El pH normal del citosol de los hepatocitos está alrededor de 
Pa. 


productos también es estadística tal como se indica con 
los dos conjuntos de bifurcaciones. Raras veces la unión 
de sustratos es ordenada mientras que la liberación de 
productos es estadística y viceversa, eliminando la 
bifurcación en un extremo u otro de la línea de progre- 
so. En una reacción Ping-Pong, que carece de complejo 
ternario, la ruta contiene una segunda forma, transito- 
ria, del enzima, F (Fig. 16-13d). Esta es la forma en la 
que se ha transferido un grupo del primer sustrato, À, 
que crea una unión transitoria covalente al enzima. Tal 
como se ha dicho anteriormente, estas reacciones tam- 
bién se denominan a menudo reacciones de doble des- 
plazamiento ya que primero se transfiere un grupo del 
sustrato A al enzima y, seguidamente, desde el enzima 
al sustrato B. Los sustratos A y B no se encuentran 
entre sí en el enzima. 

La cinética de Michaelis-Menten en el estado esta- 
cionario sólo puede proporcionar una información limi- 
tada sobre el número de pasos e intermedios en una 
reacción enzimática, pero se puede utilizar para distinguir 
entre rutas que tienen un intermedio ternario y las que no 
lo tienen, entre ellas la ruta Ping-Pong (Fig. 6-14). Tal 
como se verá al estudiar la inhibición enzimática, la ciné- 
tica en el estado estacionario también puede distinguir 
entre la unión ordenada o al azar de sustratos y produc- 
tos en reacciones con intermedios ternarios. 


La actividad enzimática depende del pH 


En general, la cinética del estado estacionario propor- 
ciona información necesaria para caracterizar un enzi- 
ma y evaluar su eficiencia catalítica. Se puede obtener 
información adicional examinando de qué modo los 
parámetros experimentales kı y k./K, se modifican 
cuando cambian las condiciones experimentales, espe- 
cialmente el pH. Los enzimas tienen un pH óptimo, o un 
intervalo de pH, en el que su actividad es máxima 
(Fig. 6-15); a valores superiores o inferiores de pH la 


actividad disminuye. Esto no es sorprendente dado que 
algunas cadenas laterales de aminoácidos pueden actuar 
como ácidos o bases débiles que desarrollan funciones 
críticas en el sitio activo del enzima y que dependen del 
mantenimiento de un cierto estado de ionización, mien- 
tras que en otras zonas de la proteína algunas cadenas 
laterales ionizadas pueden jugar un papel esencial en las 
interacciones que mantiene la estructura de la proteína. 
La eliminación de un protón de un residuo His podría, 
por ejemplo, eliminar una interacción iónica esencial 
para la estabilización de la conformación activa del enzi- 
ma. Menos frecuentes son los casos en los que la sensi- 
bilidad al pH tenga relación con la titulación de un 
grupo del sustrato, 

El intervalo de pH en el que cambia la actividad del 
enzima puede proporcionar alguna pista sobre qué tipo 
de aminoácido está implicado (véase la Tabla 3-1). Por 
ejemplo, un cambio en la actividad enzimática cerca de 
pH 7,0 refleja frecuentemente la titulación de un resi- 
duo His. No obstante, el efecto del pH ha de interpretar- 
se con cautela. En el ambiente compacto de una proteí- 
na, el p -de las cadenas laterales de los aminoácidos 
puede cambiar significativamente. Por ejemplo, una 
carga positiva próxima puede disminuir el pK, de un 
residuo Lys mientras que la proximidad de una carga 
negativa puede aumentarlo. Estos efectos dan lugar, en 
ocasiones, a valores de pK, que varían en varias unida- 
des en comparación con los de los aminoácidos libres. 
Por ejemplo, en el enzima acetoacetato descarboxilasa 
hay un residuo Lys que tiene un pK, de 6,6 (el normal 
en la lisina libre es de 10,5) debido a efectos electrostá- 
ticos de cargas positivas cercanas 


La cinética del estado pre-estacionario puede aportar 
pruebas sobre pasos específicos de la reacción 


Los conocimientos mecanísticos proporcionados por la 
cinética en el estado estacionario se pueden aumentar, 
a veces de manera espectacular, examinando el estado 
pre-estacionario. Consideremos un enzima con un 
mecanismo de reacción que está de acuerdo con la 
Ecuación 6-25, en la que hay tres pasos 


ky kz Ka 
E+S == ES == EP —> E +P 
k; ka 
La eficiencia catalítica global de esta reacción se puede 
evaluar mediante cinética en el estado estacionario, si 
bien la velocidad de los diferentes pasos no puede 
determinarse de este modo y el paso lento (limitante de 
velocidad) raramente puede ser identificado. Para 
medir las constantes de velocidad de los pasos indivi- 
duales, ha de estudiarse la reacción en el estado pre-es- 
tacionario. El primer ciclo de una reacción catalizada 
por un enzima tiene lugar a menudo en segundos o 
milisegundos por lo que los investigadores utilizan un 
utillaje especial que permite mezclar y tomar muestras 
en esta escala de tiempo (Fig. 6-16a). Se detiene la 
reacción y se cuantifican los productos unidos a la pro- 
teína, después de la adición en el momento preciso de 
un ácido que desnaturaliza la proteína y libera las molé- 
culas fijadas. La descripción detallada de la cinética en 
el estado pre-estacionario está fuera del alcance de este 
texto pero podemos ilustrar la potencia de este enfoque 
mediante un ejemplo sencillo de un enzima que utiliza 
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FIGURA 6-16 Cinética en el estado pre-estacionario. La fase efímera 
que constituye el estado pre-estacionario a menudo existe sólo unos 
pocos segundos o milisegundos por lo que requiere equipos especializa- 
dos para seguirla. (a) Esquema simplificado de un aparato de mezcia 
rápida denominada aparato de stopped-flow (flujo detenido). El enzima 
(E) y el sustrato (5) se mezclan con la ayuda de jeringas manipuladas 
mecánicamente. La reacción se detiene a un tiempo programado aña- 
diendo un ácido desnaturalizante con otra jeringa y determinándose 
entonces la cantidad de producto formado, en este caso con un espec- 
trofotómetro. (b) Los datos experimentaies de una reacción enzimática 
muestran que el estado pre-estacionario tiene lugar en los primeros 5 a 
10 segundos. Ésta es una reacción relativamente lenta y se utiliza como 
ejemplo porque se puede seguir de manera conveniente el estado esta- 
cionario. La pendiente de las líneas después de 15 segundos refleja el 
estado estacionario. La extrapolación de esta pendiente a tiempo cero 


la ruta mostrada en la Ecuación 6-25, En este ejemplo 
también interviene un enzima que cataliza una reacción 
relativamente lenta, por lo que el estado pre-estaciona- 
rio se observa de modo más conveniente. 

Para muchos enzimas, la disociación del producto 
es limitante de velocidad. En este ejemplo (Fig. 6-16b, 
c) la velocidad de disociación del producto (k,) es más 
lenta que su velocidad de formación (k,). Por tanto, la 
disociación del producto dicta las velocidades observa- 
das en el estado estacionario. ¿Cómo sabemos que k, es 
limitante de velocidad? Una k, lenta da lugar a una 
explosión (burst) de formación de producto en el esta- 
do pre-estacionario porque las etapas precedentes son 
relativamente rápidas. El burst refleja la conversión 
rápida de una molécula de sustrato en una de producto 
en cada sitio activo del enzima. La velocidad observada 
de formación de producto se enlentece a la velocidad 
del estado estacionario a medida que el producto fijado 
se libera lentamente. Cada ciclo enzimático después del 
primero ha de transcurrir a través del paso lento de 
liberación del producto. No obstante, la rápida genera- 
ción de producto en aquel primer ciclo proporciona 
mucha información. La amplitud del burst, cuando se 
genera una molécula de producto por molécula de enzi- 
ma presente (Fig. 6-16c) medida por extrapolación de 
la línea de progreso en el estado estacionario a tiempo 
cero, es la mayor amplitud posible. Ello constituye una 
prueba de que la liberación de producto es, desde luego, 
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(líneas a trazos) dan la amplitud de la fase de burst. El progreso de la 
reacción durante e: estado pre-estacionario refleja principalmente los 
pasos químicos de la reacción (no se muestran detalles de los mismos). 
La presencia de un burst o explosión indica que un paso después de la 
etapa química que produce P es limitante de velocidad (en este caso ta 
liberación de producto). Obsérvese que la intersección de la extrapola- 
ción a tiempo = O aumenta a medida que aumenta [E], (c) La gráfica de 
la amplitud del burst (las intersecciones en (b)) frente a [E] muestra que 
se forma una molécula de P en cada sitio activo durante la fase del burst 
(estado pre-estacionario). Esto es una prueba de que el paso 3, libera- 
ción de producto, es el paso limitante de velocidad ya que es el único 
paso que sigue a la formación de producto en esta reacción enzimática 
sencilla. El enzima utilizado en este experimento es la RNasa P uno de 
los RNA catalíticos descritos en el Capítulo 26 [Fuente: (b,c) Datos de i. 
Hsieh et al. RNA 15:224, 2009] 


limitante de velocidad. La constante de velocidad del 
paso correspondiente a la reacción química, k,, puede 
calcularse a partir de la velocidad de la fase correspon- 
diente al burst. Ciertamente, no todos los enzimas 
actúan siempre según el sencillo esquema de reacción 
de la Ecuación 6-25. Formalmente, la observación de 
una explosión indica que después de la formación del 
producto monitorizada convenientemente existe un 
paso limitante de velocidad (normalmente la liberación 
de producto, un cambio conformacional del enzima u 
otro paso químico). Otros experimentos y análisis adi- 
cionales pueden definir, a menudo, las velocidades de 
cada paso en una reacción enzimática con múltiples 
pasos. En la descripción de enzimas específicos en la 
Sección 6-4 se incluyen algunos ejemplos de la aplica- 
ción de la cinética del estado pre-estacionario. 


Los enzimas están sujetos a inhibición reversible 
o irreversible 


Los inhibidores enzimáticos son moléculas que interfie- 
ren en la catálisis, enlenteciéndola o deteniendo las 
reacciones enzimáticas. Los enzimas catalizan, práctica- 
mente, todos los procesos celulares por lo que no es 
sorprendente que los inhibidores enzimáticos se 
encuentren entre los agentes farmacéuticos conocidos 
más importantes. Por ejemplo, la aspirina (acetilsalicila- 
to) inhibe el enzima que cataliza el primer paso de la 
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(a) Inhibición competitiva 
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(b) Inhibición acompetitiva 
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FIGURA 6-17 Tres tipos de inhibición reversible. (a) Los inhibidores 
competitivos se unen al sitio activo del enzima; K es la constante de 
equitibrio de la unión del inhibidor a E, (b) Los inhibidores acompetitivos 
se fijan en un sitio distinto, pero sólo se unen al complejo ES; K es la 
constante de equilibrio de unión del inhibidor a ES. (c) Los inhibidores 
mixtos se unen a sitios separados, pero pueden unirse tanto a E como 
ES. 


62) 


síntesis de prostaglandinas, compuestos que intervie- 
nen en muchos procesos, algunos de los cuales produ- 
cen dolor. El estudio de los inhibidores enzimáticos 
también ha proporcionado información valiosa sobre 
mecanismos enzimáticos y ha ayudado a definir algunas 
rutas metabólicas. Hay dos amplias clases de inhibido- 
res enzimáticos: reversibles e irreversibles. 


Inhibición reversible Un tipo de inhibición reversible 
común es la que se denomina inhibición competitiva 
(Fig. 6-17a). Un inhibidor competitivo compite con 
el sustrato por el sitio activo del enzima. Mientras el 
inhibidor (T) ocupa el sitio activo impide la fijación del 
sustrato al enzima. Muchos inhibidores competitivos 
son estructuralmente similares al sustrato combinándo- 
se con el enzima y formando un complejo El, que no 
conduce a la catálisis. incluso combinaciones transito- 
rías de este tipo afectarán negativamente a la eficiencia 


del enzima. Al considerar la geometría molecular de los 
inhibidores podemos llegar a menudo a conclusiones 
sobre qué regiones de un sustrato normal interaccionan 
con el enzima. La inhibición competitiva se puede ana- 
lizar cuantitativamente mediante cinética del estado 
estacionario. En presencia de un inhibidor competitivo, 
la ecuación de Michaelis-Menten (Ecn 6-9) pasa a ser 


VraS] 
= mall 6-28 
vo = Ka + [S] A 
donde 
i [EJE] 
= + — = 
id E A 


La ecuación 6-28 describe las características importan- 
tes de la inhibición competitiva. El término variable aK,, 
determinado experimentalmente, la XK, observada en 
presencia de inhibidor, a menudo se denomina K_ “apa- 
rente”. 

El inhibidor unido no inactiva el enzima. Cuando se 
disocia el inhibidor puede unirse y reaccionar el sustra- 
to. Debido a que el inhibidor se une de manera reversi- 
ble al enzima, se puede cambiar el sentido de la compe- 
tición en favor del sustrato simplemente añadiendo más 
sustrato. Cuando [S] excede sobradamente a [I] se 
minimiza la probabilidad de que se fije una molécula de 
inhibidor, por lo que la reacción muestra una V a, NOY- 
mal. No obstante, len presencia de inhibidor, se necesi- 
tan concentraciones de sustrato mayores para aproxi- 
marse a esa V „x La [S] a la cual V, = %V,, la K, apa- 
rente, aumentará en presencia del inhibidor en un fac- 
tor a. Este efecto sobre la K_ aparente combinado con 
la ausencia de efecto sobre la V _ es diagnóstico de 
inhibición competitiva, y se pone de manifiesto fácil- 
mente en una gráfica de dobles recíprocos (Recuadro 
6-2). La constante de equilibrio para la fijación del inhi- 
bidor, K,, puede obtenerse a partir de la misma gráfica. 

La inhibición competitiva se utiliza en terapia 

médica para tratar pacientes que han ingerido 
metanol, disolvente que se utiliza como anticongelante. 
El enzima hepático alcohol deshidrogenasa convierte el 
metanol en formaldehido, un compuesto perjudicial 
para muchos tejidos. La ceguera es frecuentemente el 
resultado de la ingestión de metanol debido a que los 
ojos son especialmente sensibles al formaldehido. El 
etanol compite de manera efectiva con el metanol como 
sustrato de la alcohol deshidrogenasa. El efecto del eta- 
nol es muy parecido al de un inhibidor competitivo, con 
la distinción de que el etanol también es un sustrato y 
su concentración disminuirá con el tiempo a medida 
que el enzima lo convierta en acetaldehído. La. terapia 
para el envenenamiento por metanol es la infusión 
intravenosa lenta de etanol a una velocidad que man- 
tenga una concentración controlada en el torrente san- 
guíneo durante varias horas. Esto reduce la tasa de 
formación de formaldehido, reduciendo el peligro mien- 
tras los riñones filtran el metanol que se excretará ino- 
cuamente por la orina. Y 

Hay otros dos tipos de inhibición reversible, acom- 
petitiva y mixta, que a menudo se definen aplicados a 
enzimas con un solo sustrato pero que en la práctica 
sólo se observan con enzimas que actúan con dos o más 
sustratos. Un inhibidor acompetitivo (Fig. 6-15b) es 
el que se fija a un sitio distinto del que se fija el sustrato 
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RECUADRO 6-2 


Pruebas cinéticas para determinar los mecanismos de inhibición 


La gráfica de los dobles recíprocos (véase el Recuadro 
6-1) ofrece una forma fácil de determinar si un inhibi- 
dor enzimático es competitivo, acompetitivo o mixto. 
Se llevan a cabo dos grupos de experimentos de velo- 
cidad en los que la concentración de enzima se man- 
tiene constante en cada grupo. En el primer grupo [S] 
también se mantiene constante, lo que permite medir 
el efecto del incremento de la concentración de inhi- 
bidor |I] sobre la velocidad inicial Y, (no se muestra en 
la figura). En el segundo grupo [I] se mantiene cons- 
tante y se varía [S]. En la gráfica de dobles recíprocos 
se representa 1/V, frente a 1/[S]. 
| La Figura 1 muestra un conjunto de gráficas de 
| dobles recíprocos obtenidas en ausencia de inhibidor 
y a dos concentraciones diferentes de un inhibidor 
competitivo. El incremento de [I] da lugar a la produc- 
ción de una familia de líneas con una intersección 
común en el eje 1/V, pero con pendientes diferentes. 
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| FIGURA 1 inhibición competitiva 


en el sitio activo y que, a diferencia del inhibidor com- 
petitivo, sólo se une al complejo ES. En presencia de un 
inhibidor acompetitivo, la ecuación de Michaelis-Men- 
ten cambia a 


RE 
aK n K on 


Vox [S] 
donde 
AL] _ [ESMI 
AE '= TEST] 


Como se describe en la Ecuación 6-29, a elevadas con- 
centraciones de sustrato, V, se aproxima a V, Ja”. Así, 
un inhibidor acompetitivo disminuye la V__ observada. 
La K „ aparente también disminuye debido a que la [$S] 
necesaria para alcanzar la mitad de la V a disminuye en 
un factor a'. Este comportamiento puede explicarse de 
la manera siguiente. Dado que el enzima es inactivo 
cuando se halla unido el inhibidor incompetitivo, pero el 
inhibidor no compite con el sustrato para su fijación, el 
inhibidor elimina de manera efectiva de la reacción una 
fracción de las moléculas enzimáticas. Debido a que ¿A 
depende de [E], la V,, observada disminuye y dado que 
el inhibidor sólo se une al complejo ES sólo ES (no el 


FIGURA 2 Inhibición acompetitiva 


a 1/V a podemos ver que V „NO cambia en presencia 
del inhibidor competitivo. Es decir, independiente- 
mente de la concentración de un inhibidor competiti- 
vo, hay siempre una concentración de sustrato sufi- 
cientemente elevada para desplazar al inhibidor del 
sitio activo del enzima. Encima de la gráfica se mues- 
tra la reordenación de la Ecuación 6-28 en la que se 
basa la representación. Se puede calcular el valor de 
a a partir del cambio de pendiente para cualquier 
valor de [I]. Conociendo [I] y a, se puede calcular K, 
partir de la expresión 


[1] 
a=1+ K, 
En la inhibición acompetitiva y mixta, representacio- 
nes similares de los datos de velocidad dan las familias 
de líneas que se ven en las Figuras 2 y 3. Los cambios 
en los puntos de intersección con los ejes indican 
cambios en Var y Kw 


al E Ja i a 
[S] + V max Vo V max [5] Vmax 


Sin inhibidor 


65 (51) 651 (mx) 


FIGURA 3 Inhibición mixta 


enzima libre) se elimina de la reacción por lo que la (S] 
necesaria para alcanzar %V wv es decir K „ disminuye 
en la misma cantidad. 

Un inhibidor mixto (Fig. 6-17c) también se fija a 
un sitio distinto al sustrato, pero se fija tanto a E como 
a ES. La ecuación de velocidad que describe a la inhibi- 
ción mixta es 


y, = mua] 


T aK, + 8] ia. 


TABLA 6-9 Efectos de inhibidores 


reversibles sobre los valores de 


V aparente y deK aparente 


| Tipo de inhibidor Y, Aparente K, Aparente 

| Ninguno A K 
Competitivo V ax ak. 

`. Acompetitivo V a0 K /a' 

Mixto 23 ak fa'_ 
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donde a y al se definen igual que anteriormente. Nor- 
malmente, un inhibidor mixto afecta tanto a K, como a 
Var Y ma queda afectada porque el inhibidor hace que 
una parte de las moléculas de enzima asequibles sean 
inactivas disminuyendo la [E] efectivas de la que depen- 
de Vax La K, puede aumentar o disminuir según sea la 
forma del enzima, E o ES, a la cual se una más fuerte- 
mente el inhibidor. El caso especial en que a = o’, rara- 
mente encontrado en la práctica, se define clásicamente 
como inhibición no competitiva. Examine la Ecua- 
ción 6-30 para ver por qué un inhibidor no competitivo 
afectaría a V a PEro no a K 

La ecuación 6-30 se utiliza como una expresión 
general de los efectos de los inhibidores reversibles, 
quedando simplificada a las expresiones para la inhibi- 
ción competitiva y acompetitiva cuando, respectiva- 
mente, œ = 1,0 o a = 1,0. A partir de esta expresión 
podemos resumir los efectos de los inhibidores sobre los 
parámetros cinéticos individuales. Para todos los inhibi- 
dores reversibles se cumple que la V a aparente es igual 
Y. Ja!, porque el lado derecho de la ecuación 6-30 
siempre se simplifica a V /a! a concentraciones de 
sustrato suficientemente grandes. En el caso de los 
inhibidores competitivos, a' = 1,0 y podemos, por tanto, 
ignorar este parámetro. A partir de esta expresión para 
la V „aparente podemos deducir una expresión para la 
K „ aparente y demostrar el cambio que se produce en 
este parámetro en presencia de inhibidores reversibles. 
La K, aparente es, como siempre, igual a la [S] a la que 
la V, es la mitad de la V aparente o, de modo más 
general, aquella a la que V, = V, /2a”. Se llega a esta 
situación cuando [S] = aK /a*. De este modo, la K apa- 
rente es igual a aK_/a*. Los términos a y a' reflejan la 
unión del inhibdor a E y ES, respectivamente. Así, el 
término œK /% es una expresión matemática de la afi- 
nidad relativa del inhibidor hacia las dos formas enzimá- 
ticas. Esta expresión es más sencilla cuando a o œ son 
igual a 1,0 (para inhibidores acompetitivos o competiti- 
vos), tal como se resume en la Tabla 6-9. 

En la práctica, las inhibiciones mixta y acompetitiva 
sólo se observan en enzimas con dos o más sustratos (p. 
ej. S, y S,) y son muy importantes en el análisis experi- 
mental de estos enzimas. Si un inhibidor se fija en un sitio 
normalmente ocupado por S, puede actuar como un 
inhibidor competitivo en los experimentos en los que 
varía la [S,]. Si un inhibidor se fija en un sitio normalmen- 
te ocupado por S,, puede actuar como un inhibidor mixto 
o acompetitivo de S,. Los patrones reales de inhibición 
observados dependen de si los acontecimientos de fija- 
ción de S, y S, son ordenados o se producen al azar, y por 
consiguiente se puede determinar el orden en que los 
sustratos se fijan y los productos se liberan del sitio acti- 
vo. å menudo el uso de uno de los productos de reacción 
como inhibidor puede ser especialmente informativo. Si 
sólo está presente uno de los dos productos de reacción, 
no se puede dar la reacción inversa. Sin embargo, un 
producto se fijará generalmente en alguna parte del sitio 
activo para así funcionar como un inhibidor cuando no 
está presente el segundo producto. Los enzimólogos lle- 
van a cabo elaborados estudios cinéticos en el estado 
estacionario con diversas combinaciones y cantidades de 
productos e inhibidores junto con análisis del estado 
pre-estacionario con el fin de obtener una imagen deta- 
llada del mecanismo de las reacciones bisustrato. 


mí AM 
“Enzima "—CH,—OH + F—P—O—CH 
(Ser?) o um, 


| 
EN 
HC HCH} DIFP 


F + H* 
O CH 
ETT, | y? 
Enzima —CH,—0—P—0—CH 
«br 1,4 | 
O CH3 
| 
C 
HaC” H>CH; 


FIGURA 6-18 Inhibición irreversible. La reacción de la quimotripsina 
con el diisopropilfluorofostato (DIFP), que modifica la Ser% inhibe el 
enzima ¡rreversiblemente. Esta reacción condujo al descubrimiento de 
que la Ser'% es el residuo clave del sitio activo de la quimotripsina. 


EJEMPLO | PRÁCT ICO € 6-3 Efecto de un inhibidor sobre la K 


El grupo de investigación que trabaja con la felicidasa 
(véanse los Ejemplos Prácticos 6-1 y 6-2) descubren 
que el compuesto STRESS es un potente inhibidor com- 
petitivo de la felicidasa. La adición de STRESS 1 nm 
aumenta la K_ observada para TRISTE en un factor de 
2. ¿Cuáles son los valores de a y a’ en estas condicio- 
nes? 


Solución: Recuerde que la K „aparente, la K_ medida en 
presencia de un inhibidor competitivo, se define como 
ak. Puesto que la K, para TRISTE aumenta en un 
factor de 2 en presencia de STRESS 1nm, el valor de a 
debe ser 2. El valor de a! es 1 por definición para una 
inhibición competitiva. 


Inhibición irreversible Los inhibidores irreversibles 
se unen de manera covalente o destruyen un grupo 
funcional del enzima que es esencial para su actividad, 
o forman una asociación no covalente muy estable. Es 
frecuente la formación de un enlace covalente entre un 
inhibidor irreversible y un enzima. Los inhibidores irre- 
versibles son también muy útiles para estudiar los 
mecanismos de reacción. Los aminoácidos con funcio- 
nes tatalíticas clave en el sitio activo pueden ser identi- 
ficados, en ocasiones, determinando qué aminoácido se 
ha unido covalentemente a un inhibidor después de la 
inactivación del enzima. En la Figura 6-18 se muestra 
un ejemplo. 

Un caso muy especial de inhibidores irreversibles 
son los inactivadores suicidas. Estos compuestos sbn 
relativamente poco reactivos hasta que se unen al sitio 
activo de un enzima específico. Un inactivador suicida 
pasa a través de los primeros pasos de la reacción enzi- 
mática normal, pero a continuación se convierte en un 
compuesto muy reactivo que se combina irreversible- 
mente con el enzima en lugar de ser transformado en el 
producto normal A estos compuestos también se les 
llama inactivadores basados en el mecanismo ya 
que utilizan el mecanismo de reacción enzimático nor- 
mal para inactivar el enzima. Los inactivadores suicidas 
juegan un papel central en el diseño racional de fár- 


e 
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RECUADRO 6-3 MEDICINA 


La cubierta celular de los tripanosomas está revestida 
de una sola proteína que es el antígeno al que respon- 
de el sistema inmunitario. Sin embargo, de vez en 
cuando, por un proceso de recombinación génica 
(véase la Tabla 28-1), unas cuantas células de la 
población infecciosa de tripanosomas la modifican a 
una nueva proteína de la cubierta, de forma que deja 
de ser reconocida por el sistema inmunológico. Este 
proceso de “cambio de la cubierta” puede tener lugar 
centenares de veces. El resultado es una infección 
crónica cíclica: el paciente tiene fiebre, que remite 
cuando el sistema inmunológico vence la primera 
infección; los tripanosomas que han modificado su 
envoltura actúan de germen para una segunda infec- 
ción, de manera que la fiebre vuelve a aparecer. Este 
ciclo puede repetirse durante semanas, hasta que el 
paciente, extremamente debilitado, muere. 

Algunos procedimientos modernos para tratar la 
enfermedad del sueño africana se basan en los cono- 
cimientos de enzimología y metabolismo. En, al 
menos uno de estos enfoques, se utilizan compuestos 
farmacológicos diseñados para actuar como inactiva- 
dores del mecanismo enzimático (inactivadores suici- 
das). Un punto vulnerable en el metabolismo de los 
tripanosomas es la ruta de biosíntesis de poliaminas. 
Las poliaminas, espermina y espermidina, implicadas 
en el empaquetamiento del DNA, se necesitan en 
grandes cantidades en las células en rápida división. 
El primer paso de su síntesis está catalizado por la 
ornitina descarboxilasa, un enzima que precisa el 
coenzima piridoxal fosfato para su función. El piri- 
doxal fosfato (PLP) que proviene de la vitamina B, 
forma un enlace covalente con los aminoácidos sus- 
trato de las reacciones en las que interviene actuando 
como sumidero electrónico que facilita diversas reac- 
ciones diferentes (véase la Fig. 22-32) En las células 
de los mamíferos, la ornitina descarboxilasa tiene un 
recambio rápido, es decir, se degrada y se sintetiza 
rápida y continuamente. Sin embargo, por razones no 
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FIGURA 1 Trypanosoma brucei rhodesiense, uno de los agentes 
causales de la enfermedad del sueño africana. [Fuente: john Mans- 
field-University of Wisconsin-Madison, Department of Bacteriology.] 


comprendidas del todo, el enzima de algunos tripano- 
somas es estable y no es rápidamente reemplazado 
por enzima de nueva síntesis. Un inbibidor de la orni- 
tina descarboxilasa que se uniera de forma permanen- 
te al enzima tendría pues poco efecto sobre las células 
de los mamíferos, que podrían reemplazar rápidamen- 
te el enzima inactivado, pero afectaría adversamente 
al parásito. 

Los primeros pasos de la reacción normal catali- 
zada por la ornitina descarboxilasa se muestran en la 
Figura 2. Una vez liberado el CO,, el desplazamiento 
de los electrones se invierte y se forma putrescina 
(véase la Fig. 22-32). Se han diseñado diferentes inhi- 
bidores suicidas para este enzima basados en este 
mecanismo, entre ellos la difluorometilornitina 
(DFMO). La DFMO es relativamente inerte en solu- 
ción. Sin embargo, cuando se une a la ornitina descar- 
boxilasa el enzima se inactiva rápidamente (Fig. 3). 
Este inhibidor constituye un sumidero de electrones 
alternativo debido a sus dos átomos de flúor coloca- 
dos estratégicamente, que son excelentes grupos 
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salientes. En lugar de que los electrones entren en la 


estructura anular del PLP, la reacción provoca el des- 
plazamiento de un átomo de flúor. El -5 de un residuo 
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FIGURA 2 Mecanismo de reacción de la ornitina descarboxilasa. 
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RECUADRO 6-3 MEDICINA Un caballo de Troya bioquímico para la curación 
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complejo covalente con el aducto PLP-inhibidor alta- 
mente reactivo en una reacción que es esencialmente 
irreversible. De esta forma el inhibidor utiliza los 
mecanismos de reacción propios del enzima para | 
matar el parásito. || 
El DFMO ha resultado muy efectivo contra la | 
enfermedad del sueño africana en pruebas clínicas y || 
en la actualidad se utiliza para tratar la enfermedad | 
del sueño africana producida por Trypanosoma bru- 
cei gambiense. Enfoques como éste ofrecen grandes 
expectativas de poder tratar una amplia gama de 
enfermedades. El diseño de fármacos basado en los 
mecanismos enzimáticos y en la estructura pueden 
complementar los procedimientos más tradicionales 
de prueba y error para desarrollar nuevos fármacos. 
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macos, un método moderno para la obtención de nue- 
vos agentes farmacéuticos mediante el que se smtetizan 
nuevos sustratos en base al conocimiento adquirido 
sobre sustratos y mecanismos de reacción. Un inactiva- 
dor suicida bien diseñado es específico para un único 
enzima y no reacciona hasta que se halla en el sitio 
activo del mismo, por lo que los fármacos basados en 
este método suelen presentar la importante ventaja de 
tener pocos efectos secundarios (véase el Recuadro 
6-3). Al final de la Sección 6.4 se describen algunos 
ejemplos de inhibidores irreversibles de importancia 
médica. 

Un inhibidor irreversible no necesita estar unido 
covalentemente al enzima. La unión no covalente es 
suficiente si tal unión es tan fuerte que el inhibidor sólo 
se disocia en raras ocasiones. ¿Cómo se sintetiza un 
inhibidor de unión fuerte? Recuerde que los enzimas 
han evolucionado para fijarse muy fuertemente a los 
estados de transición de las reacciones que catalizan. 
En principio, si uno puede diseñar una molécula que se 
parezca al estado de transición ésta debería unirse fuer- 
temente al enzima. Aunque los estados de transición no 
se púeden observar directamente, los químicos pueden 
predecir a menudo la estructura aproximada de un esta- 
do de transición en base al conocimiento acumulado 
sobre los mecanismos de reacción. El estado de transi- 
ción es, por definición, efímero y tan inestable que la 
medida directa de la interacción de unión entre esta 


especie y el enzima es imposible. No obstante, en algu- 
nos casos se pueden diseñar moléculas estables que se 
parezcan a los estados de transición. Se las denomina 
análogos del estado de transición. Se unen más 
fuertemente al enzima que el sustrato en el complejo 
ES, ya que encajan mejor en el sitio activo (es decir, 
forman un mayor número de interacciones débiles) que 
el propio sustrato. La idea de los análoogos del estado 
de transición fue sugerida por Pauling en la década de 
1940 y se ha explorado utilizando diversos enzimas. Por 
ejemplo, los análogos del estado de transición diseñados 
para inhibir el enzima glucolítico aldolasa se unen al 
enzima más de cuatro órdenes de magnitud más fuerte- 
mente que los sustratos (Fig. 6-19). Estos experimen- 
tos presentan la limitación de que un análgo del estado 
de transición no puede imitar perfectamente al estado 
de transición. Algunos análogos, sin embargo, se unen al. 
enzima diana entre 10* y 10% veces más fuertemente que 
el sustrato normal, lo que proporciona buenas pruebas 
de que, ciertamente, los sitios activos de los enzimas 
son complementarios del estado de transición. El con- 
cepto de análogos del estado de transición es importan- 
te para el diseño de nuevos agentes terapéuticos. Tal 
como veremos, los potentes medicamentos anti-VIH 
denominados inhibidores de la proteasa se diseñaron en 
parte como análogos del estado de transición de unión 
fuerte. 
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FIGURA 6-19 Análogo del estado de transición. En la glucólisis, una 
aldolasa de clase ll (que se encuentra en hongos y bacterias) cataliza la 
rotura de la fructosa 1,6-bisfosfato formando gliceraldehído 3-fostato y 
dihidroxiacetona fosfato (véase la Fig. 14-6 para un ejemplo de aldolasa 
de clase |, presente en animales y plantas superiores). La reacción trans- 
curre vía un mecanismo del tipo de condensación aldólica inversa. El 
compuesto fosfoglicolhidroxamato se parece al estado de transición pro- 
puesto, enediolato, fijándose al enzima casi 10.000 veces mejor que el 
producto dihidroxiacetona fosfato 


RESUMEN 6.3 La cinética enzimática como método para 
comprender el mecanismo 


MM Muchos enzimas comparten algunas propiedades 
cinéticas. Cuando se añade sustrato a un enzima, la 
reacción llega rápidamente a un estado estacionario en 
el que la velocidad a la que se forma el complejo ES se 
equilibra con la velocidad a la que se descompone. Al 
aumentar [S] aumenta la actividad de un enzima a con- 
centración fija en el estado estacionario; este aumento 
se produce siguiendo una curva hiperbálica que tiende 
a su máximo valor de velocidad, V av EN el cual prácti- 
camente todo el enzima ha formado complejo con su 
sustrato. 

© La concentración de sustrato a la que la velocidad 
de la reacción es la mitad de V „„ es la constante de 
Michaelis, K „ que es característica para cada enzima 
que actúa sobre un sustrato determinado. La ecuación 
de Michaelis-Menten 


y, — Vms] 
° Kamt IS) 


relaciona la velocidad inicial con [S] y V a 4 través de la 
constante K, La cinética de Michaelis-Menten se deno- 
mina también cinética del estado estacionario, 

E K, y Y, tienen significados diferentes para dife- 
rentes enzimas. La velocidad limitante de una reacción 
catalizada por un enzima en condiciones de saturación 
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se describe mediante la constante k ca» O número de 
recambio. La relación k „/K „ proporciona una buena 
medida de la eficiencia catalítica. La ecuación de 
Michaelis-Menten también es aplicable a reacciones 
bisustrato, que tienen lugar a través de la formación de 
complejos ternarios o mediante mecanismos Ping-Pong. 
Todos los enzimas tienen un pH óptimo (o un margen de 
pH óptimo) en el que presentan la máxima actividad. 
(de doble desplazamiento). 

E La cinética del estado pre-estacionario puede pro- 
prcionar nuevos conocimientos sobre los mecanismos 
de reacción enzimáticos. 

© La inhibición reversible de un enzima puede ser 
competitiva, acompetitiva o mixta. Los inhibidores com- 
petitivos compiten con el sustrato por su unión reversi- 
ble al sitio activo, pero no son transformados por el 
enzima. Los inhibidores acompetitivos sólo se unen al 
complejo ES en un sitio distinto del sitio activo. Los 
inhibidores mixtos se unen a E o a ES, también en un 
sitio distinto del sitio activo. En la inhibición irreversi- 
ble, un inhibidor se une permanentemente a un sitio 
activo, ya sea formando un enlace covalente o una inte- 
racción no covalente muy estable. 


6.4 Ejemplos de reacciones 
enzimáticas 


Este capítulo se ha centrado hasta ahora en los princi- 
pios generales de la catálisis y en una introducción a 
algunos de los parámetros cinéticos utilizados para des- 
cribir la acción enzimática. Pasamos ahora a estudiar . 
algunos ejemplos específicos de mecanismos de reac- 
ción enzimáticos. 

La comprensión del mecanismo de acción completo 
de un enzima purificado requiere la identificación de 
todos los sustratos, cofactores, productos y regulado- 
res. Además requiere un conocimiento de (1) la secuen- 
cia temporal en la que se producen los intermedios de 
reacción unidos al enzima, (2) la estructura de cada 
intermedio y de cada estado de transición, (3) las velo- 
cidades de interconversión entre los intermedios, (4) la 
relación estructural del enzima con cada intermedio y 
(5) las contribuciones energéticas de todos los grupos 
reactivos e interaccionantes con respecto a los comple- 
jos intermedios y a los estados de transición. Aún hay 
pocos enzimas de los que tengamos un conocimiento 
que cumpla todos estos requisitos. 

A continuación se presentan los mecanismos de 
cuatro enzimas: quimotripsina, hexoquinasa, enolasa y 
lisozima. Con ellos no se pretende cubrir todo el espec- 
tro de la química enzimática. Su elección se, debe en 
parte a que se cuentan entre los enzimas mejor conoci- 
dos y en parte a que ilustran claramente algunos princi- 
pios generales esbozados en este capítulo. La discusión 
se concentra en principios seleccionados junto con 
algunos experimentos clave que han ayudado a su 
demostración. El ejemplo de la quimotripsina se utiliza 
para revisar algunas de las convenciones utilizadas para 
describir mecanismos enzimáticos. No se incluye gran 
parte de los detalles mecanísticos y de las pruebas 
experimentales; ningún. libro podría documentar com- 
pletamente la rica historia experimental de estos enzi- 
mas. Tampoco se entra a discutir la contribución espe- 
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FIGURA 6-20 Estructura de la quimotripsina. (a) Representación de 
ła estructura primaria en la que se muestran los enlaces disulfuro y los 
residuos aminoácidos clave en la catálisis. La proteína consta de tres 
cadenas polipeptídicas entrelazadas mediante enlaces disulfuro. (La 
numeración de los residuos de la quimotripsina, con los residuos 14, 15, 
147 y 148 “ausentes” se explica en la Figura 6-38). Los residuos aminoá- 
cidos del sitio activo se encuentran agupados en la estructura tridimen- 
sional. (b) Una representación del enzima en la que se resalta su superfi- 
cie. La bolsa hidrofóbica en la que se une la cadena lateral aromática del 
aminoácido del sustrato se muestra en amarillo. Los residuos claye del 
sitio activo, entre ellos Ser, His? y Asp”? se muestran en rojo, El papei 
que juegan estos residuos en la catálisis se explica en la Fig. 6-22. (e) 
Esqueleto polipeptídico de la quimotripsina en representación de cintas; 
los puentes disulfuro se muestran en amarillo; las tres cadenas tienen el 
mismo color que en (a). (d) Ampliación del sitio activo con un sustrato 
(blanco y amarillo) unido. El grupo hidroxilo de la Ser” ataca el grupo 
carbonilo del sustrato (los oxígenos están en rojo); la carga negativa que 
se forma sobre el oxígeno es estabilizada por el hueco del oxianión (los 
nitrógenos amidicos, incluido uno de la Ser", en azul), tal como se 
explica en la Fig. 6-22. En el sustrato, la cadena lateral del aminoácido 
aromático (en amarillo) se encuentra en la bolsa hidrofóbica. El nitró- 
geno amídico del enlace peptidico que se ha de romper (que se proyecta 
hacia el observador e indica el camino del resto de la cadena polipeptí- 
dica del sustrato) se muestran en blanco. [Fuente: (b, c, d) PDB iD 
7GCH, K. Brady et al., Biochemistry. 29, 7600, 1990.] 


cial de los coenzimas en la actividad catalítica de 
muchos enzimas. La química coenzimática es muy 
variada y describiremos cada uno de los casos al tiempo 
que nos vamos encontrando con ellos en la Parte Il. 


El mecanismo de la quimotripsina implica acilación 
y desacilación de un residuo Ser 


La quimotripsina pancreática bovina (M_ 25.191) es una 
proteasa, un enzima que cataliza la rotura hidrolítica de 
enlaces peptídicos. Esta proteasa actúa específicamen- 
te sobre los enlaces peptídicos adyacentes a residuos 
aminoácidos aromáticos (Trp, Phe, Tyr). En la Figura 
6-20 se muestra la estructura tridimensional de la qui- 
motripsina, realzándose los grupos funcionales del sitio 
activo. La reacción catalizada por este enzima ilustra el 
principio de la estabilización del estado de transición a 
la par que proporciona un ejemplo clásico de la utiliza- 
ción de la catálisis ácido-base general y de la catálisis 
covalente. 

La quimotripsina aumenta la velocidad de hidrólisis 
del enlace peptídico en un factor de al menos 10°, El 
enzima no cataliza el ataque directo del agua sobre el 
enlace peptídico sino que, en su lugar, se forma un 
intermedio acil-enzima covalente transitorio. Así, la 
reacción tiene dos fases distintas. En la fase de acilación 
se rompe el enlace peptídico y se forma un enlace éster 
entre el carbono carbonílico del péptido y el enzima. En 
la fase de desacilación se hidroliza el enlace éster, rege- 
nerándose el enzima no acilado. 

La primera prueba de la formación de un interme- 
dio acil-enzima covalente se dedujo a partir de una 
aplicación clásica de la cinética en el estado pre-estacio- 
nario. Además de su actuación sobre polipéptidos, la 
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FIGURA 6-21 Pruebas cinéticas en el estado preestacionario de la 


existencia de un intermedio acil-enzima. La hidrólisis del p-nitrofenila- 


cetato por la quimotripsina se mide por la liberación del p-nitrofenol (un 
producto coloreado). Inicialmente, se observa una liberación rápida 
(burst) de una cantidad de p-nitrofenol que es casi estequiométrica con 
la cantidad de enzima presente. Esto es consecuencia de la fase rápida 
de acilación de la reacción. La velocidad posterior es menor porque el 
recambio del enzima viene limitado por la velocidad de la fase más lenta 
de desacilación. 


(a) 
V 
6 7 8 3 10 
pH 
(b) 
koat 
6 Es 8 9 10 
pH 
(0) 
+ 
Km 


FIGURA 6-22 Dependencia del pH de la reacción catalizada por la 
quimotripsina. (a) La velocidad de la reacción catalizada por la quimo- 
tripsina representada frente al pH genera una curva en forma de cam- 
pana con un pH óptimo a 8,0. La velocidad (v) que se representa se ha 
obtenido a bajas concentraciones de sustrato y refleja, por tanto, el tér- 
mino k_/K_. La gráfica se puede descomponer usando métodos cinéti- 
cos para determinar separadamente jos términos k „ y K_ a cada pH. 
Cuando se hace esta descomposición, (b y c), queda claro que la transi- 
ción que se produce justo por encima de pH 7 es debida a cambios en 
k „ mientras que la que se produce por encima de pH 8,5 es debida a 
cambios en 1/K „ Estudios cinéticos y estructurales han demostrado que 
las transiciones ilustradas en (b) y (c) reflejan los estados de ionización 
de la cadena lateral de la His?” (cuando mo hay sustrato unido) y del 
grupo a-amino de la tle% (en el extremo amino de la cadena B), respecti- 
vamente. His” debe estar desprotonada e lle debe estar protonada 
para alcanzar la actividad óptima. 


quimotripsina también cataliza la hidrólisis de pequeños 
compuestos éster y amida. Estas reacciones son mucho 
más lentas que la hidrólisis de péptidos debido a que la 
energía de fijación disponible es menor con estos sus- 
tratos pequeños, por lo que son mucho más fáciles de 
estudiar. Los experimentos de B. S. Hartley y B. A. Kilby 
en 1954 mostraron que la hidrólisis del éster p-nitrofe- 
nilacetato por la quimotripsina, medida a partir la libe- 
ración de p-nitrofenol tenía lugar a través de una rápida 
explosión inicial (burst) antes de estabilizarse a una 
velocidad menor (Fig. 6-21). Por extrapolación a tiem- 
po cero, concluyeron que la fase de “burst” correspon- 
día prácticamente a una molécula de p-nitrofenol libe- 
rada por cada molécula de enzima presente. Hartley y 
Kilby sugirieron que ello representaba una acilación 
rápida de todas las moléculas de enzima (con liberación 
de p-nitrofenol) y que la velocidad del posterior retorno 
del enzima a su estado libre estaba limitada por un paso 
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de desacilación lento. Desde entonces se han obtenido 
resultados parecidos con muchos enzimas. Esta obser- 
vación de la fase de “burst” proporciona otro ejemplo 
del uso de la cinética en el desglose de una reacción en 
sus etapas constituyentes. 

Se han deducido otras características del mecanis- 
mo de la quimotripsina mediante el análisis de la depen- 
dencia de la reacción con el pH. La velocidad de la hidró- 
lisis catalizada por la quimotripsina representada frente 
al pH suele presentar forma de campana (Fig. 6-22). 
Las velocidades representadas en la Figura 6-22a se 
obtuvieron a concentraciones de sustrato bajas (por 
debajo de saturación) y son indicativas por tanto del 
valor de k,,, / K„ (vea la Ecn. 6-27, p. 203). Un análisis 
más completo de la velocidad a diferentes concentracio- 
nes de sustrato a cada pH permite permite determinar 
las contribuciones individuales de los términos k.,, y K, 
Una vez obtenidas las velocidades máximas a cada pH 
se pueden representar los valores de k „sola con respec- 
to al pH (Fig. 6-22b); después de obtener la K, a cada 
pH es posible representar los valores de 1/K,, (Fig. 
6-22c). Estudios cinéticos y estructuraless han demos- 
trado que los cambios en k,, reflejan el estado de ioniza- 
ción de la His”. El descenso de k „a pH bajo es el resul- 
tado de la protonación de la His” (que no puede en esta 
situación extraer un protón de la Ser'* en el paso @ 
de la reacción; véase la Fig. 6-23). Esta reducción en la 
velocidad ilustra la importancia de la catálisis ácido-base 
general en el mecanismo de la quimotripsina. Los cam- 
bios en el término 1K_ reflejan la ionización del grupo 
a-amino de Ile’? (en el extremo amino terminal de una 
de las tres cadenas polipeptídicas de la quimotripsina). - 
Este grupo forma un puente salino con el Asp”, que 
estabiliza la conformación activa del enzima. Cuando 
este grupo pierde su protón a pH elevado, desaparece el 
puente salino y se produce un cambio de conformación 
que cierra la bolsa hidrofóbica donde se inserta la cade- 
na lateral aromática del sustrato (Fig. 6-20). En esta 
situación los sustratos ya no pueden unirse adecuada- 
mente, lo que se refleja cinéticamente en forma de un 
aumento en la Kp 

Tal como se observa en la Figura 6-23, el nucieófilo 
que interviene en la fase de acilación es el oxígeno de la 
Ser195. (Las proteasas con un residuo Ser implicado en 
el mecanismo catalítico se denominan serina-protea- 
sas.) El pK, del grupo hidroxilo de una Ser es general- 
mente demasiado elevado para que la forma no protona- 
da se halle presente en concentraciones significativas a 
pH fisiológico. Sin embargo, en la quimotripsina, la 
Ser'* está unida a la His” y al Asp!” a través de una red 
de enlaces de hidrógeno que se conoce como tríada 
catalítica. Cuando un sustrato peptídico se une a la 
quimotripsina se produce un ligero cambio de la confor- 
mación que comprime el enlace de hidrógeno emre 
His* y Asp", lo que genera una mteracción más fuerte, 
denominada enlace de hidrógeno de baja barrera ener- 
gética. Esta interacción estabilizada aumenta el pX, de 
la His” desde un valor de -7 (para la histidina libre) a 
más de 12, lo que permite que el residuo de His actúe 
como una base general más fuerte que puede extraer el 
protón del grupo hidroxilo de la Ser!®. La desprotona- 
ción impide el desarrollo de una carga positiva muy 
inestable sobre el hidroxilo de la Ser'* al tiempo que 
hace que la cadena lateral de la Ser se convierta en un 
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Los mecanismos de reacción química, que describen la 
formación y rotura de enlaces covalentes, se represen- 
tan con puntos y con flechas curvadas, una convención 
conocida informalmente como “empuje electrónico”, Un 
enlace covalente consiste en un par de electrones com- 
partido. Los electrones no enlazados que son importan- 
tes para el mecanismo de reacción se designan con pun- 
tos ÖH). Las flechas curvadas (—)representan el 
movimiento de pares de electrones. Las flechas de cabe- 
za simple (en forma de anzuelo) se usan para el movi- 
miento de un solo electrón (7) (como en las reacciones 
de radicales libres). La mayoría de pasos de una reac- 
ción involucran un par de electrones no compartido 
(como en el caso del mecanismo de la quimotripsina). 

Aigunos átomos son más electronegativos que otros, 
es decir, atraen más fuertemente los electrones. Las 
electronegatividades relativas de los átomos que se dis- 
cuten en este texto son F>O0>N>C=S>P= H. Por 
ejemplo, los dos pares de electrones que forman un 
enlace C=O (carbonilo) no se encuentran repartidos 
uniformemente; el carbono es relativamente electrodefi- 
ciente, mientras que el oxígeno atrae más a los electro- 
nes. Muchas reacciones implican la actuación de un 
átomo rico en electrones (un nucleófilo) que reacciona 
con un átomo deficiente en electrones (un electrófilo). 
A la derecha se muestran algunos nucleófilos y electró- 
filos comunes en bioquímica. 

En general, un mecanismo de reacción se inicia en un 
par electrónico no compartido de un nucleófilo. En los 
diagramas de mecanismos, la base de la flecha de 
empuje electrónico está situada cerca de los puntos del 
par de electrones, y la cabeza apunta directamente al 
centro electrofílico que está siendo atacado. Allí donde 
un par de electrones no compartido confiera una carga 
negativa formal al nucleófilo, el mismo signo negativo 
puede representar al par de electrones no compartido y 
servir de base de la flecha. En el mecanismo de la qui- 
motripsina, el par de electrones nucleofílico del comple- 
jo ES entre los pasos @ y @ es aportado por el oxige- 
no del grupo hidroxilo de la Ser'”. Este par de electrones 
(2 de los 8 electrones de valencia del oxígeno hidroxíli- 
co) constituye la base de la flecha curvada. El centro 
electrofílico que está siendo atacado es el carbono car- 
bonílico del enlace peptídico a romper. Los átomos de C, 
O y N tienen un máximo de 8 electrones de valencia, 
mientras que el H tiene un máximo de 2. Estos átomos 
se encuentran ocasionalmente en estados inestables 
con una dotación electrónica inferior al máximo posible, 
pero C, O y N no pueden tener nunca más de 8 electro- 
nes. De este modo, cuando el par de electrones de la 
Ser” de la quimotripsina ataca al carbono carbonílico 
del sustrato, se produce el desplazamiento de un par de 
electrones de la capa de valencia del carbono (ino es 
posible tener cinco enlaces en un carbono!). Estos elec- 
trones se desplazan hacia el oxígeno carbonílico más 
electronegativo. El oxígeno tiene 8 electrones de valen- 
cia tanto antes como después de este proceso químico, 
pero el número de los compartidos se reduce de 4 a 2, 
con lo que el oxígeno carbonílico adquiere una carga 
negativa, En el paso siguiente, el par de electrones que 
le confiere la carga negativa al oxígeno vuelve atrás para 
reformar el enlace con el carbono, restableciendo el 
enlace carbonilo. También en este caso se debe despla- 
zar un par de electrones del carbono, concretamente el 
compartido con el grupo amino del enlace peptídico. 
Este último paso rompe el enlace peptídico. Los pasos 
siguientes siguen procesos similares. 
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FIGURA DE MECANISMO 6-23 Rotura hidrolítica de un enlace peptídico por la quimotripsina. La Producto 1 
reacción tiene dos fases. En la fase de acilación (pasos @ a O), la formación de un intermedio acil-en- H R g 
zima covalente está acoplada a la rotura de un enlace peptídico. En la fase de desacilación (pasos Y a HN—CH—C—AA, 
O). se regenera el enzima libre, ésta es esencialmente la vía inversa a la fase de acilación, en la que el 13) 


agua hace la misma función, en sentido inverso, que el componente amino del sustrato. 


*Al intermedio tetraédrico de vida corta formado después del paso @, así como al segundo intermedio 
tetraédrico que se forma más adelante, se les denomina a veces, estados de transición, pero esta termi- 
nologia puede dar lugar a confusión. Un intermedio es cualquier especie química con un tiempo de vida 
finito, entendiéndose por “finito” un tiempo superior a una vibración molecular (-10 segundos). Un 
estado de transición es, simpiemente, la especie de máxima energía que se forma en la coordenada de 
reacción y no tiene un tiempo de vida finito. Los intermedios tetraédricos que se forman en la reacción de 
la quimotripsina se parecen mucho, tanto energética como estructuralmente, a los estados de transición 
que llevan a su formación y degradación. No obstante, el intermedio representa un paso comprometido 
en la formación completa de un enlace, mientras que el estado de transición es parte del proceso de 
reacción. En el caso de la quimotripsina, dada la estrecha relación entre el intermedio y el estado de tran- 
sición real se pasa por alto de manera rutinaria esta distinción. Además, la interacción del oxigeno car- 
gado negativamente con los nitrógenos amídicos en el hueco del oxianión, a menudo conocida como 
estabilización del estado de transición, también sirve en este caso para estabilizar el intermedio. No 
todos los intermedios tienen una vida corta de modo que se parezcan a los estados de transición. El 
intermedio acil-enzima de la quimotripsina es mucho más estable y se detecta y estudia mucho más 
fácilmente por lo que nunca se confunde con el estado de transición. 


Intermediario de vida corta* (desacilación) 
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FIGURA 6-24 Mecanismo de acción de la proteasa del VIH. Dos resi- 
duos Asp del sitio activo (en diferentes subunidades) actúan como cata- 
lizadores ácido-base generales facilitando el ataque del agua sobre el 


nuclcófilo más fuerte. En fases posteriores de la reac- 


ción, la His?” también actúa como dador de protones, 


protonando el grupo amino libre de la parte desplazada 
del sustrato (el grupo saliente). 

Cuando el oxígeno de la Ser**Y ataca el grupo carbo- 
nilo del sustrato, se forma un intermedio tetraédrico de 
vida muy corta en el que el oxígeno carbonílico adquiere 
una carga negativa (Fig. 6-23, paso (Y). Esta carga, 
formada en el interior de una bolsa del enzima denomi- 
nada hueco del oxianión, se estabiliza mediante enlaces 
de hidrógeno con los grupos amida de dos enlaces pep- 
tídicos del esqueleto de la quimotripsina. Uno de estos 
enlaces de hidrógeno (el proporcionado por la Gly**) 
está presente solamente en este intermedio y en los 
estados de transición que conducen a su formación y 
descomposición, reduciendo la energía necesaria para 
llegar a ellos. Esto constituye un ejemplo de la utiliza- 
ción de la energía de fijación en la catálisis. 


El conocimiento del mecanismo de las proteasas conduce 
a nuevos tratamientos para las infecciones con VIH 


Los nuevos agentes terapéuticos se diseñan casi 

siempre para inhibir un enzima. Un ejemplo de 
ello lo constituyen las muy eficientes terapias para tra- 
tar las infecciones por VIH. El virus de la inmunodefi- 
ciencia humana (VIH) es el agente causal del síndrome 
de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). En 2015 se 
calculaba que entre 34 y 41 millones de personas en 
todo el mundo vivían con infecciones por VIH, con unos 
2 millones de nuevas infecciones cada año y y aproxima- 
damente 1,2 millones de defunciones. El SIDA apareció 
como epidemia mundial en la década de 1980; poco 
después se descubrió el VIH que se identificó como un 
retrovirus. Los retrovirus poseen un genoma de RNA 
y un enzima, la transcriptasa inversa, que es capaz de 
utilizar el RNA para dirigir la síntesis de un DNA com- 
plementario. Los esfuerzos realizados para conocer el 
VIH y desarrollar terapias para la infección por VIH se 
han beneficiado de décadas de investigación básica, 
tanto sobre mecanismos enzimáticos como sobre las 
propiedades de otros retrovirus. 

Un retrovirus tal como el VIH tiene un ciclo vital 
relativamente sencillo (véase la Fig. 26-32). Su genoma 
de RNA se convierte en un DNA dúplex en varios pasos 
catalizados por una transcriptasa inversa (descrita en el 
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enlace peptídico. El intermedio tetraédrico inestable en la ruta de reac- 
ción está sombreado rojo claro. 


Capítulo 26). A continuación el DNA dúplex se inserta en 
un cromosoma del núcleo de la célula huésped mediante 
el enzima integrasa (descrita en el Capítulo 25). La copia 
integrada del genoma vírico puede permanecer indefini- 
damente en estado latente. De forma alternativa, se 
puede transcribir de nuevo en RNA que se puede tradu- 
cir a proteínas necesarias para construir nuevas partícu- 
las de virus. La mayoría de genes víricos se traducen 
dando grandes polipéptidos que son cortados por la pro- 
tesa del VIH en las proteínas individuales requeridas para 
formar el virus (véase la Fig. 26-33). En este ciclo sólo 
hay tres enzimas clave: la transcriptasa inversa, la inte- 
grasa y la proteasa. De este modo estos enzimas repre- 
sentan las dianas más prometedoras para los fármacos. 

Existen cuatro subciases principales de proteasas. 
Serina proteasas, tales como la quimotripsina y la tripsi- 
na, y cisteína proteasas (en las que una Cys tiene un 
papel catalítico similar al de la Ser del sitio activo) que 
actúan a través de complejos enzima-sustrato covalen- 
tes, no así las aspartil proteasas y las metaloproteasas. 
La proteasa del VIH es una aspartil proteasa. Dos resi- 
duos Asp del sitio activo facilitan un ataque directo del 
agua sobre el enlace peptídico que se ha de romper 
(Fig. 6-24). El producto inicial del ataque por el agua 
sobre el grupo carbonilo es un intermedio tetraédrico 
inestable, muy similar al que hemos visto en la reacción 
de la quimotripsina. Este intermedio está próximo tanto 
en energía como en estructura al estado de transición. 
Los fármacos que se han desarrollado como inhibidores 
de la proteasa del VIH forman complejos no covalentes 
con el enzima, pero lo hacen de forma tan fuerte que 
pueden considerarse inhibidores irreversibles. La unión 
fuerte proviene, en parte, de su diseño como análogos 
del estado de transición. El éxito de estos medicamen- 
tos pone de relieve un punto que vale la pena resaltar. 
Los principios catalíticos que hemos estudiado en este 
capítulo no son simplemente ideas abstrusas que se han 
de memorizar, sino que su aplicación salva vidas. 

La proteasa del VIH rompe enlaces peptídicos con 
mayor eficiencia entre residuos Phe y Pro. Así el sitio 
activo tiene una bolsa que une aminoácidos aromáticos 
vecinos al grupo que se ha de cortar. En la Figura 6-25 
se muestran las estructuras de varios inhbibidores de la 
proteasa del VIH. Aunque las estructuras parecen varia- 
das, todas ella comparten una estructura núcleo: una 
cadena lateral con un grupo hidroxilo próximo a una rama 
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FIGURA 6-25 Inhibidores de la proteasa de VIH. El grupo hidroxilo 
(rojo) actúa como análogo del estado de transición simulando el oxígeno 
del intermedio tetraédrico. El grupo bencilo adyacente (azul) ayuda a 
posicionar adecuadamente el medicamento en el sitio activo. 


que contiene un grupo bencilo. Este ordenamiento dirige 
el grupo bencilo a una bolsa de unión aromática (hidrofó- 
bica). El grupo hidroxilo adyacente simula el oxígeno 
cargado negativamente en el intermdio tetraédrico de la 
reacción normal, con lo que proporciona un análgo del 
estado de transición. El resto de la estructura del inhibi- 
dor se diseñó de manera tal que encajase y se uniese a 
diversas hendiduras a lo largo de la superficie del enzima 
aumentando así la unión global. La existencia de estos 
fármacos tan efectivos ha aumentado notablemente la 
supervivencia y calidad de vida de millones de personas 
con VIH y SIDA. A principios de 2015, 15 millones de 
personas de las aproximadamente 37 millones infectadas 
por VIH estaban recibiendo tratamiento antirretroviral. Y 


En la hexoquinasa se produce un encaje inducido durante 
la unión del sustrato 


La hexoquinasa de levadura (M, 107.862) es un enzima 
bisustrato que cataliza la reacción reversible 
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FIGURA 6-26 Encaje inducido en la hexoquinasa (a) La hexoquinasa 
tiene una estructura en forma de U. (b) Los extremos se acercan en un 
cambio de conformación inducido por la unión de la o-glucosa (Fuentes: 


(a) PDB ID 2YHX, C.M. Anderson et al., J. Mol. Biol. 123: 15, 1978. (b) ` 


PDB ID 2E20 modelado con ADP procedente de PDB ID 2E2Q, H. Nishi- 
masu et al., / Biol. Chem. 282, 9923, 2007.) 
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El ATP y el ADP se unen siempre al enzima formando 
un complejo con el ión metálico de Mg”. 

El hidroxilo en la posición C-6 de la molécula de 
glucosa (al cual se transfiere el y-fosfato del ATP duran- 
te la reacción de la hexoquinasa) es similar en reactivi- 
dad química al agua, la cual penetra libremente en el 
sitio activo de la glucosa. No obstante, la hexoquinasa 
favorece la unión con la glucosa en un factor de 10%, El 
enzima puede discriminar entre la glucosa y el agua 
gracias a un cambio de conformación que se produce 
en el enzima cuando se une el sustrato correcto 
(Fig. 6-26). La hexoguinasa constituye, por tanto, un 
buen ejemplo de encaje inducido. Cuando no hay gluco- 
sa, el enzima se encuentra en una conformación inacti- 
va, con las cadenas laterales de los aminoácidos del sitio 
activo en una posición no adecuada para la reacción. 
Cuando se fijan la glucosa (pero no el agua) y Mg-ATP, 
la energía de fijación que se produce en esta interacción 
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induce un cambio hacia la conformación catalílicamente 
activa del enzima. 

Los estudios cinéticos han reforzado esta conclu- 
sión. El azúcar de cinco carbonos xilosa, similar estereo- 
químicamente a la glucosa pero con un carbono menos, 
se une a la hexoquinasa, pero lo hace en una posición 
donde no puede ser fosforilada. Sin embargo, la adición 
de xilosa a la mezcla de reacción aumenta la velocidad 
de hidrólisis de ATP. Evidentemente, la fijación de xilo- 
sa es suficiente para inducir un cambio en la hexoquina- 
sa a su conformación activa, por lo que el enzima resul- 
ta “engañado” para que fosforile agua. La reacción de la 
hexoquinasa también ilustra que la especificidad enzi- 
mática no siempre es un simple probiema de fijación de 
un compuesto en lugar de otro. En el caso de la hexo- 
quinasa, se observa especificidad no en la formación del 
complejo ES, sino en las velocidades relativas de las 
siguientes etapas catalíticas. El agua no es excluida del 
sitio activo, pero las velocidades de reacción aumentan 


considerablemente en presencia de grupos fosforilo : 


aceptores funcionales (glucosa). 


Sis P A e 
H—C—ON H—C—oH 

HO=C—H HO—C—H 
He —OH H—CE—O0H 
CH20H H—C— OH 
CHOH 

Xilosa Glucosa 


El encaje inducido no es más que un aspecto del meca- 
msmo catalítico de la hexoquinasa; al igual que la qui- 
motripsina, la hexoquinasa utiliza diversas estrategias 
catalíticas. Por ejemplo, los residuos aminoácidos del 
sitio activo (los que se posicionan mediante el cambio 
de conformación que sigue a la fijación del sustrato) 
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participan en la catálisis ácido-base general y en la esta- 
bilización del estado de transición. 


El mecanismo de reacción de la enolasa requiere la 
presencia de iones metálicos 


Otro enzima glucolítico, la enolasa, cataliza la deshidra- 
tación reversible del 2-fosfoglicerato a fosfoenolpiruva- 
to: 
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La reacción constituye un ejemplo de la utilización de 
un cofactor enzimático, un ión metálico en este caso (en 
el Recuadro 6-3 se incluye un ejemplo de función de un 
coenzima). La enolasa de levadura (M, 93.316) es un 
dímero con 436 residuos aminoácidos por subunidad. La 
reacción de la enolasa ilustra un tipo de catálisis por ión 
metálico y proporciona un ejemplo adicional de catálisis 
ácido-base general y de estabilización del estado de 
transición. La reacción tiene lugar en dos etapas 
(Fig. 6-27a). En primer lugar, el residuo Lys**% actúa 
como un catalizador básico general, sustrayendo un 
protón del C-2 del 2-fosfoglicerato; a continuación, el 
Glu?! actúa como un catalizador ácido general, cedien- 
do un protón al grupo —OH saliente. El protón en el C-2 
del 2-fosfoglicerato no es muy acídico por lo que no se 
extrae fácilmente por la Lys**. Sin embargo, los átomos 
de oxígeno electronegativos del grupo carboxilo adya- 
cente extraen electrones de C-2, con lo que los protones 
adheridos son algo más lábiles. En el sitio activo del 
enzima, el grupo carboxilo del 2-fosfoglicerato experi- 
menta interacciones iónicas fuertes con dos iones Mg** 
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FIGURA DE MECANISMO 6-27 Reacción en dos pasos catalizada 
por la enolasa. (a) Mecanismo mediante el que se convierte el 2-fosto- 
glicerato (2-PGA) en fosfoenolpiruvato por la enolasa. El grupo carboxilo 
del 2-PGA está coordinado por dos iones magnesio en el sitio activo. (b) 
El sustrato, 2-PGA, en relación a los iones magnesio, Lys3% y Glu?" en el 
sitio activo de la enolasa (sombreado en gris). El nitrógeno se muestra 
en azu! y el fósforo en naranja; no se muestran los átomos de hidrógeno 
[Fuente: (b)PDB ID 1ONE, T.M.Larsen et al, Biochemistry 35:4349, 
1996.) 


unidos (Fig. 6-27b), lo que aumenta fuertemente la 
retirada de electrones por el carboxilo. A medida que se 
forma el intermedio enolato inestable, los iones metáli- 
cos actúan seguidamente apantallando las dos cargas 
negativas (sobre los átomos de oxígeno del carboxilo) 
que existen efimeramente muy cerca una de otra. Enla- 
ces de hidrógeno con otros residuos aminoácidos del 
sitio activo también contribuyen al mecanismo global. 
Las diversas interacciones estabilizan efectivamente 
tanto el intermedio enolato como el estado de transición 
que precede a su formación. 


La lisozima utiliza dos reacciones de desplazamiento 
nuclefílico sucesivas 


La lisozima es un agente antibacteriano natural que se 
encuentra en las lágrimas y en la clara del huevo. La 
lisozima de clara de huevo de gallina (M_ 14.296) es un 
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FIGURA 6-28 La lisozima de clara de huevo y la reacción que cata- 
liza. (a) Representación de la superficie del enzima con los residuos del 
sitio activo Glu’ y Asp”? mostrados como estructura de varillas negras 
y el sustrato unido mostrado en rojo. Obsérvese que el enzima cristali- 
zado era un mutante, con Gin en lugar de Glu” véase la pág. 223); la 
etiígueta aqui se refiere al residuo del tipo salvaje. (b) Reacción catali- 
zada por la lisozima de clara de huevo. Se muestra un segmento del 
polimero de péptidoglucano y los sitios de fijación de la lisozima Á a F 
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monómero de 129 residuos aminoácidos, Fue el primer 
enzima del que se determinó la estructura tridimensio- 
nal, a cargo de David Phillips y colaboradores en 1965. 
En la estructura se observan cuatro enlaces disulfuro 
estabilizadores y una hendidura que contiene el sitio 
activo (Fig. 6-28a). Más de cinco décadas de investiga- 
ción han permitido obtener una imagen detallada sobre 
la estructura y la actividad del enzima, además de una 
interesante historia sobre el progreso de la ciencia bio- 
química. 

El sustrato de la lisozima es un péptidoglucano, un 
glúcido que se encuentra en muchas paredes bacteria- 
nas. La lisozima rompe el enlace glucosídico C—O 
(81—4) (véase la p. 258) entre los dos tipos de azúca- 
res de la molécula, el ácido N-acetilmurámico (Mur2Ac) 
y la N-acetilglucosamina (GIcNAc), frecuentemente 
denominados NAM y NAG, respectivamente, en la lite- 
ratura científica sobre enzimología (Fig. 6-28b). Seis 
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están sombreados. Se rompe el enlace glucosidico C—O entre los resi- 
duos de azúcar unidos a los sitios D y E, tal como indica la flecha roja. 
La reacción hidrolítica se muestra en el inserto, en el que se muestra en 
rojo el destino del átomo de oxígeno del H,O, Mur2Ac es el ácido 
N-acetilmurámico, GlcNAc, N-acetilglucosamina. RO- representa un 
grupo lactilo (ácido láctico); -Nac y ACN-, un grupo N-acetilo (véase la 
clave) [Fuente. (a) PDB ID 1LZE, K. Maenaka et al, J Mol Biol. 
247:281, 1995] 
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FIGURA DE MECANISMO 6-29 Reacción de la lisozima. En esta 
reacción (descrita en el texto), el agua introducida en el producto en C-1 
de Mur2Ac está en la misma configuración que el enlace glucosídico ori- 
ginal. La reacción es, por tanto, una sustitución molecular con retención 
de configuración. (a) Dos mecanismos propuestos explican potencial- 
mente la reacción global y sus propiedades. La ruta S, 1 (izquierda) es el 


unido al sitio 
activo 


(b) 


mecanismo original de Phillips. La ruta 5,2 (derecha) es el mecanismo 
más consistente con los datos actuales. (b) Representación de la super- 
ficie del sitio activo de la lisozima con el intermedio enzima-sustrato 
covalente mostrado como estructura de bolas y varillas. Las cadenas 
laterales de los residuos del sitio activo se muestran en estructura de 
bolas y varillas que sobresalen de las cintas del diagrama [Fuente PDB 
ID 1H6M, D.J. Vocadio et al., Nature 412: 835, 2001.] 


residuos alternos de Mur2Ac y GlcNAc del péptidoglu- 
cano se unen al sitio activo en los sitios de unión marca- 
dos con las letras A a F. La construcción de modelos 
moleculares ha mostrado que la cadena lateral lactilo de 
Mur2Ac no puede acomodarse en los sitios C y E, por lo 
que su unión se restringe a los sitios B, D y F. Sólo se 
rompe uno de los enlaces glucosídicos unidos, el que se 
encuentra entre un residuo Mur2Ac en el sitio D y un 
residuo GicNAc en el sitio E, Los aminoácidos catalíti- 
cos clave del sitio activo son Glu* y Asp” (Fig. 6-29a). 
La reacción es una sustitución nucleofílica en la que un 
-OH del agua reemplaza al GIcNAc en la posición C-1 de 
Mur2Ac. 

Después de la identificación de los residuos del sitio 
activo y de la obtención de la estructura detallada del 
enzima, en los años 1960 parecía que el camino hacia la 
comprensión del mecanismo de reacción quedaba expe- 
dito. Sin embargo, durante cuatro décadas no fue posi- 
ble obtener pruebas definitivas a favor de ningún meca- 
nismo determinado. Existen dos mecanismos química- 
mente razonables que podrían dar lugar a los productos 
observados en la rotura de enlaces glucosídicos media- 
da por la lisozima. Phillips y colaboradores propusieron 
un mecanismo disociativo (de tipo S,1) (Fig. 6-29a, 
izquierda), en el que se produce en primer lugar la diso- 
ciación de GIcNAc en el paso () , dejando un interme- 
dio catión glucosilo (un carbocatión). En este mecanis- 
mo, la GleNAc saliente es protonada mediante catálisis 
ácida general por el Glu*, localizado en una bolsa hidro- 
fóbica que le confiere un pK, inusualmente elevado a su 
grupo carboxilo. El carbocatión se estabiliza por reso- 
nancia con el oxígeno del anillo adyacente y mediante 
interacción electrostática con la carga negativa del 
Asp* cercano. En el paso @, una molécula de agua 
ataca el C-1 de Mur2Ac para dar el producto. El meca- 
nismo alternativo (Fig. 6-29a, derecha) supone dos 
pasos de desplazamiento directo (del tipo 5,2) conse- 
cutivos. En el paso @, el Asp? ataca el C-1 de Mur2Ac 
y desplaza la GlcNAc. Al igual que en el primer mecanis- 
mo, el Glu” actúa como ácido general protonando la 
GlcNAc saliente. En el paso @ , una molécula de agua 
ataca al C-1 de Mur2Ac, desplazando al Asp* y generan- 
do el producto. 

- El mecanismo de Phillips (S,1) fue ampliamente 
aceptado durante más de tres décadas. Sim embargo, 
siguió existiendo cierta controversia y continuaron los 
experimentos. A veces, el método científico hace que se 
adelante lentamente en algunos temas por lo que puede 
ser difícil diseñar un experimento realmente esclarece- 
dor. Algunos de los primeros argumentos desfavorables 
al mecanismo de Phillips eran sugerentes pero no total- 
mente persuasivos. Por ejemplo, se suponía que la vida 
media del catión glucosilo propuesto en el mecanismo 
era de 10? segundos, sólo un poco mayor que una 
vibración molecular y no lo suficientemente duradera 
como para permitir la necesaria difusión de otras molé- 
culas. Más importante todavía, la lisozima es un miem- 
bro de la familia de enzimas que actúan con “retención 
de la configuración”, y que catalizan reacciones en las 
que el producto tiene la misma configuración anomérica 
que el sustrato (las configuraciones anoméricas de los 
glúcidos se examinan en el Capítulo 7); se sabe que 
estos enzimas presentan intermedios covalentes reacti- 
vos tales como el propuesto en el mecanismo S, 2 alter- 
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nativo. Por todo ello, el mecanismo de Phillips contrade- 
cía los datos experimentales de enzimas estrechamente 
relacionados. 

Un experimento a cargo de Stephen Whithers y 
colaboradores en 2001 escoró la discusión decidida- 
mente a favor de la ruta 5,2. Utilizando un enzima 
mutante (con el residuo 35 cambiado de Glu a Gln) y 
sustratos artificiales para que, combinados, dieran lugar 
a un descenso en la velocidad de los pasos clave de la 
reacción, estos investigadores fueron capaces de estabi- 
lizar el elusivo intermedio covalente. Ello les permitió a 
la vez observar el intermedio directamente mediante 
espectrometría de masas y cristalografía de rayos X 
(Fig. 6-29b). 

¿Puede considerarse que el mecanismo de la lisozi- 
ma está ya demostrado? No. Un aspecto clave del méto- 
do científico, tal como argumentó Albert Einstein en 
una ocasión, es “No puede haber experimentos sufi- 
cientes para demostrar que estoy en lo cierto; en cam- 
bio, un solo experimento puede demostrar que estoy 
equivocado”. En el caso del mecanismo de la lisozima 
se podría argumentar, como ya se ha hecho, que los 
sustratos artificiales con los carbonos C-1 y C-2 susti- 
tuidos con flúor que fueron utilizados para estabilizar el 
intermedio covalente podrían haber alterado el camino 
de la reacción, La elevada electronegatividad del flúor 
podría desestabilizar un ión oxicarbenio ya electrodefi- 
ciente en el intermedio catión glucosilo que podría 
aparecer en un mecanismo 5,1. Sin embargo, la ruta 
S2 es, por ahora, el mecanismo más acorde con los 
datos disponibles. 


La comprensión de los mecanismos enzimáticos permiter 
obtener antibióticos útiles 


y La penicilina fue descubierta en 1928 por Alexan- 

der Fleming, pero fueron necesarios 15 años más 
para comprender bien este compuesto relativamente 
inestable y poder utilizarlo como agente farmacológico 
para tratar infecciones bacterianas. La penicilina inter- 
fiere en la síntesis del péptidoglucano, componente 
principal de la pared celular rígida que protege a las 
bacterias de la lisis osmótica. El péptidoglucano está 
formado por polisacáridos y péptidos entrelazados 
mediante diversos pasos que incluyen una reacción a 
cargo de una transpeptidasa (Fig. 6-30). Ésta es la 
reacción inhibida por la penicilina y otros compuestos 
relacionados (Fig. 6-31a), todos los cuales son inhibi- 
dores irreversibles de la transpeptidasa, que pueden 
unirse al sitio activo a través de un segmento que mime- 
tiza una conformación de la p-Ala-D-Ala del precursor 
del péptidoglucano. El enlace peptídico del precursor es 
reemplazado por un anillo de ¿lactama, altamente 
reactivo. Cuando la penicilina se une a la transpeptida- 
sa, una Ser del sitio activo ataca el grupo carbonilo del 
anillo de Alactama y genera un aducto covalente entre 
la penicilina y el enzima. Sin embargo, el grupo saliente 
permanece unido porque está enlazado mediante lo que 
resta del anillo de £lactama (Fig. 6-31b). El complejo 
covalente inactiva el enzima irreversiblemente. Ello da 
lugar, a su vez, al bloqueo de la síntesis de la pared celu- 
lar bacteriana, y la mayoría de bacterias mueren debido 
a la rotura de la frágil membrana interna a causa de la 
presión osmótica. 
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FIGURA 6-30 Reacción de la transpeptidasa. Esta reacción, que une 
dos precursores de péptidoglucano en un gran polímero, está facilitada 
por una Ser del sitio activo y un mecanismo de catálisis covalente similar 
al de la quimotripsina. Observe que el péptidoglucano es una de las 
pocas moléculas naturales que presentan 0-aminoácidos. La Ser del sitio 
activo ataca el carbonilo del enlace peptídico entre los dos residuos 
D-Ála, creando un enlace éster covalente entre el sustrato y el enzima y 
la liberación del residuo b-Ala terminal. Un grupo amino del segundo 
precursor de péptidoglucano ataca a continuación este enlace éster, des- 
plazando el enzima y uniendo los dos precursores, 


El uso de la penicilina y sus derivados por parte del 
ser humano ha dado lugar a la evolución de cepas de 
bacterias patógenas que expresan S-lactamasas (Fig. 
6-32a), enzimas que rompen antibióticos P-lactámicos 
inactivándolos. De esta manera, las bacterias se vuelven 
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FIGURA 6-31 Inhibición de la transpeptidasa por antibióticos S-lac- 
támicos. (a) Los antibióticos $-lactámicos tienen un anillo de tiazolidina 
de cinco átomos fusionado a otro anillo FS-lactámico de cuatro átomos. 
Este último está tenso e incluye un grupo amida que ¡uega un papel cen- 
tral en la inactivación de la sintesis de péptidoglucanos. El grupo R varía 
según el tipo de penicilina. La penicilina G fue la primera en ser aislada y 
sigue siendo una de las más efectivas, pero se degrada por el ácido del 
estómago y debe administrarse mediante una inyección. La penicilina Y 
es casi tan efectiva y es estable en condiciones ácidas por lo que se 
puede administrar por vía oral. La amoxicilina tiene un espectro de efec- 
tividad amplio, se administra oralmente y es el antibiótico S-lactámico 
más prescrito. (b) El ataque sobre la parte amida dei anillo S-tactámico 
por una Ser del sitio activo de la transpeptidasa da lugar a un producto 
covalente acil-enzima. Éste se hidroliza tan lentamente que la formación 
del aducto es prácticamente irreversible, con lo que la transpeptidasa 
permanece inactivada. 


resistentes a los antibióticos. Los genes de estos enzi- 
mas se han distribuido muy rápidamente entre la pobla- 
ción bacteriana sometida a la presión selectiva impuesta 
por el uso (y a menudo abuso) de los antibióticos 
P-lactámicos. La medicina humana respondió con el 
desarrollo de compuestos tales como el ácido clavuláni- 
co, un inactivador suicida que inactiva irreversiblemen- 
te las B-lactamasas (Fig- 6-32b). El ácido clavulánico 
imita la estructura de un antibiótico S-lactámico y forma 
un aducto covalente con una Ser del sitio activo de la 
P-llactamasa. Ello da lugar a una reestructuración que 


Penicilina 


FIGURA 6-32 B-Lactamasas e inhibición de la S-lactamasa. (a) Las 
P-lactamasas promueven la rotura del anillo 3-lactama en los antibióti- 
cos (Flactámicos, inactivándolos. (b) El ácido clavutánico es un inhibidor 
suicida que utiliza el mecanismo químico normal de las P-lactamasas 
para crear una especie reactiva en el centro activo, La especie reactiva es 
atacada por un grupo nucleofílico (Un:) del sitio activo con el resultado 
de ta acilación irreversible del enzima. 


genera un derivado mucho más reactivo que, a su vez, 
es atacado a continuación por otro nucleófilo del sitio 
activo que da lugar a una acilación irreversible del enzi- 
ma inactivándolo. La amoxicilina y el ácido clavulánico 
se combinan en una formulación farmacéutica de uso 
generalizado llamada Augmentine. El cicio de guerra 
química entre el ser humano y las bacterias continúa sin 
descanso. Se han descubierto ya cepas de bacterias 
patógenas resistentes tanto a la amoxicilina como al 
ácido clavulánico (lo que refleja la existencia de muta- 
ciones en la P-lactamasa que le impiden reaccionar con 
el ácido clavulánico). El desarrollo de nuevos antibióti- 
cos será muy probablemente una industria en crecí- 
miento en el próximo futuro, ™ 
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M La quimotripsina es una serina proteasa con un 
mecanismo bien conocido que comprende catálisis áci- 
do-base general, catálisis covalente y estabilización del 
estado de transición. 

M La hexoquinasa proporciona un ejemplo excelente 
del encaje inducido como medio para explotar la ener- 
gía de fijación del sustrato. 

E La reacción de la enolasa tiene lugar mediante catá- 
lisis por ión metálico. 

MM La lisozima utiliza catálisis covalente y catálisis 
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ácida general al promover dos reacciones de desplaza- 
miento nucleofílico sucesivas. 

MM Ei conocimiento de los mecanismos enzimáticos 
permite el desarrollo de fármacos inhibidores de la 
acción enzimática. 


6.5 Enzimas reguladores 


En el metabolismo celular hay grupos de enzimas que 
funcionan conjuntamente en rutas secuenciales para 
llevar a cabo un proceso metabólico determinado, tal 
como la conversión, en varias reacciones, de la glucosa 
en lactato o la síntesis a través de múltiples reacciones 
de un aminoácido a partir de precursores sencillos. En 
tales sistemas enzimáticos, el producto de la reacción 
de un enzima se convierte en el sustrato del siguiente. 
La mayor parte de los enzimas de cada ruta meta- 
bólica siguen los comportamientos cinéticos ya descri- 
tos. Sin embargo, en cada ruta hay uno o más enzimas 
que tienen un mayor efecto sobre la velocidad de la 
secuencia global de reacciones. Estos enzimas regula- 
dores muestran una actividad catalítica mayor o menor 
en respuesta a ciertas señales. Los ajustes en la veloci- 
dad de las reacciones catalizadas por enzimas regulado- 
res y, por tanto, en la velocidad de la secuencia metabó- 
lica entera, permiten que la célula se adapte a las nece- 
sidades cambiantes de energía y biomoléculas requeri- 
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das para su crecimiento y la reparación de sus compo- 
nentes. 

La actividad de los enzimas reguladores se modula 
de diferentes maneras. Los enzimas alostéricos fun- 
cionan a través de la unión reversible, no covalente, de 
compuestos reguladores denominados moduladores 
alostéricos o efectores alostéricos, los cuales son 
generalmente metabolitos pequeños o cofactores. Otros 
enzimas están regulados por modificación covalente 
reversible. Ambas clases de enzimas reguladores tien- 
den a tener varias subunidades y, en algunos casos, el 
sitio o sitios reguladores y el sitio activo se encuentran 
en subunidades separadas. En los sistemas metabólicos 
existen al menos otros dos mecanismos mediante los 
que se regula la actividad de los enzimas. Algunos enzi- 
mas son estimulados o inhibidos cuando se unen a pro- 
teínas reguladoras separadas. Otros se activan cuan- 
do se eliminan segmentos peptídicos mediante escisión 
proteolítica la cual, a diferencia de la regulación 


mediada por efectores, es irreversible. En procesos 


fisiológicos tales como la digestión, la coagulación de la 
sangre, la acción hormonal y la visión se encuentran 
ejemplos importantes de estos dos tipos de mecanis- 
mos. 

El crecimiento y la supervivencia celulares depen- 
den del uso eficaz de los recursos, eficiencia que es 
posible gracias a la acción de los enzimas reguladores. 
No hay una regla única que gobierne la existencia de 
diferentes tipos de regulación en sistemas diferentes. 
Hasta cierto punto, la regulación alostérica (no covalen- 
te) puede permitir el control afinado de las rutas meta- 
bólicas que funcionan de modo continuado pero a dife- 
rentes niveles de actividad cuando cambian las cordi- 
ciones celulares. La regulación por modificación cova- 
lente puede ser del tipo todo o nada (el caso más común 
en las roturas proteolíticas) o dar lugar a ligeros cam- 
bios en la actividad. En un mismo enzima regulador 
pueden darse varios tipos de regulación. El resto de 
este capítulo se dedica a discutir acerca de estos proce- 
sos de regulación enzimática 


Los enzimas alostéricos experimentan cambios de 
conformación en respuesta a la unión de moduladores 


Tal como hemos visto en el Capítulo 5, las proteínas 
alostéricas son las que presentan “otras formas” o con- 
formaciones inducidas por la unión de moduladores. El 
mismo concepto se aplica a ciertos enzimas regulado- 
res, en los que cambios de conformación inducidos por 
uno o más moduladores interconvierten formas más 
activas o menos activas del enzima. Los moduladores de 
enzimas alostéricos pueden ser inhibidores o estimula- 
dores. El mismo sustrato es a menudo el modulador, la 
regulación en la que el sustrato y el modulador son 
idénticos se denomina homotrópica. El efecto es similar 
al de la unión de O, a la hemoglobina (Capítulo 5): la 
unión del ligando, o del sustrato en el caso de los enzi- 
mas, origina cambios de conformación que afectan la 
actividad de otros sitios en la proteína. En la mayoría de 
casos el cambio de conformación convierte una confor- 
mación relativamente inactiva (estado T) en una con- 
formación más activa (estado R). Cuando el modulador 
es una molécula diferente del sustrato, se dice que el 
enzima es heterotrópico. Obsérvese que los modulado- 
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FIGURA 6-33 Interacciones entre subunidades en un enzima alosté- 
rico e interacciones con inhibidores y activadores. En muchos enzimas 
alostéricos el sitio de fijación del sustrato y el sitio, o sitios, de fijación 
del modulador se encuentran en subunidades diferentes, las subunida- 
des catalíticas (C) y las reguladoras (R), respectivamente. La fijación del 
modulador (M) positivo (estimulador) a su sitio específico en la subuni- 
dad reguladora se comunica a la subunidad catalítica mediante un cam- 
bio de conformación. Este cambio hace que la subunidad catalítica sea 
activa y capaz de fijar el sustrato (5) con mayor afinidad. Al separarse el 
modulador de la subunidad reguladora, el enzima revierte a su forma 
inactiva, o menos activa. 


res alostéricos no se deben confundir con los inhibido- 
res acompetitivos y mixtos. Aunque estos últimos se 
unen en un segundo sitio del enzima, no inducen nece- 
sariamente cambios de conformación entre las formas 
activas e inactivas, y los efectos cinéticos son distintos. 

Las propiedades de los enzimas alostéricos son sig- 
nificativamente diferentes de las de los enzimas no 
reguladores sencillos. Algunas de las diferencias son 
estructurales. Además de sitios activos, los enzimas 
alostéricos tienen generalmente uno o más sitios regu- 
ladores, alostéricos, para la unión del modulador (Fig. 
6-33). Del mismo modo que el sitio activo de un enzima 
es específico para su sustrato, cada sitio regulador es 
específico para su modulador. Los enzimas con varios 
moduladores tienen, generalmente, diferentes sitios de 
fijación específicos para cada uno de ellos. En los enzi- 
mas homotrópicos el sitio activo y el sitio regulador son 
el mismo. 

En general los enzimas alostéricos también son 
mayores y más complejos que los enzimas no alostéri- 
cos. La mayoría tienen dos o más subunidades. Un ejem- 
plo clásico es la aspartato transcarbamilasa (a menudo 
abreviada ATCasa), que cataliza una de las primeras 
reacciones de la biosíntesis de nucleótidos pirimidíni- 
cos, la reacción entre el carbamil fosfato y el aspartato 
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(b) Estado activo R 


FIGURA 6-34 El enzima regulador aspartato transcarbamilasa. (a) 
Estado inactivo T y (b) estado activo T. Este enzima regulador alostérico 
tiene dos agrupaciones catalíticas apiladas, cada una de las cuates con- 
tiene tres cadenas polipeptidicas catalíticas (en tonos de azul y púrpura) 
y tres agrupaciones reguladoras cada una con dos cadenas polipeptídicas 
reguladoras (en rojo y amarillo). Los agrupamientos reguladores forman 
las puntas de un triángulo (no se ven de manera evidente en esta vista 


forma de 2 complejos triméricos) y 6 reguladoras (orga- 
nizadas en forma de 3 complejos diméricos). La Figura 
6-34 muestra la estructura cuaternaria de este enzima 
deducida a partir de análisis de rayos X. Tal como se 
detalla más adelante, el enzima muestra un comporta- 
miento alostérico ya que las subunidades catalíticas 
funcionan de modo cooperativo. Las subunidades regu- 
ladoras tienen sitios de unión para el ATP y el CTP, que 
actúan como reguiadores positivo y negativo, respecti- 
vamente. CTP es uno de los productos finales de la ruta 
por lo que la regulación negativa por el CTP sirve para 
limitar la acción de la ATCasa en condiciones en las que 
el CTP es abundante. Por otro lado, concentraciones 
elevadas de ATP indican que el metabolismo celular es 
robusto, la célula crece, por lo que pueden necesitarse 
más nucleótidos de pirimidina para que se produzca la 
transcripción del RNA y la replicación del DNA. 


Las propiedades cinéticas de los enzimas alostéricos 
divergen del comportamiento de Michaelis-Menten 


Los enzimas alostéricos muestran una relación entre V, 
y [S] que difiere de la cinética de Michaelis-Menten. 
Aunque se saturan con el sustrato cuando [S] es sufi- 
cientemente elevada, la mayoría de enzimas alostéricos 
dan lugar a una curva de saturación sigmoidea cuando 
se representa V, frente a [S] (Fig. 6-35), en lugar de la 
curva hiperbólica típica de los enzimas no reguladores. 
En la curva de saturación sigmoidea podemos encontrar 
un valor de [S] a la que V, es mitad de la máxima, pero 
no nos podemos referir al mismo con la designación K, 
ya que el enzima no sigue la relación hiperbólica de 
Michaelis-Menten. En su lugar se utilizan a menudo los 
símbolos [S]; s © K,, para representar la concentración 
de sustrato que da la mitad de la velocidad máxima de 
la reacción catalizada por un enzima alostérico (Fig. 
6-35). 

El comportamiento cinético sigmoideo es gereral- 
mente el reflejo de interacciones cooperativas entre 
subunidades proteicas. Dicho de otro modo, los cambios 


lateral) que rodea las subunidades catalíticas. Los sitios de fijación de los 
moduladores alostéricos (incluido el CTP) se encuentran en las subunida- 
des reguladoras. La fijación del modulador produce grandes cambios en 
la conformación y actividad del enzima. En el Capítulo 22 se discute el 
papel de este enzima en la síntesis de nucleótidos y los detalles de su 
regulación. [Fuentes: (a) PDB ID 1RAB, R.P. Kosman et al., Proteins 15:147, 
1993. (b) PDB ID 1F18, L. Jin et al., Biochemistry, 39:8058, 2000.] 


en la estructura de una suburtidad se traducen en cam- 
bios estructurales de las subunidades adyacentes, efec- 
to que es facilitado por interacciones no covalentes en 
la interfase entre subunidades. Los principios están 
especialmente bien ilustrados por un no enzima: la fija- 
ción de O, a la hemoglobina. El comportamiento cinéti- 
co sigmoideo se explica mediante los modelos concerta- 
do y secuencial de interacción de subunidades (véase la 
Fig. 5-15). 

La ATCasa ilustra de manera efectiva tanto el com- 
portamiento cinético alostérico homotrópico como el 
heterotrópico.La unión de los sustratos, aspartato y 
carbamil fosfato, al enzima producen de manera gradual 
una transición desde el estado T relativamente inactivo 
al estado R más activo. Esto explica el incremento sig- 
moideo en lugar de hiperbólico de V, al aumentar [5]. 
Una característica de la cinética sigmoidea es que 
pequeños cambios en la concentración de un modulador 
se pueden asociar con grandes cambios en la actividad. 
Como es evidente en la Figura 6-34a, un incremento 
relativamente pequeño en {S} en la parte de mayor pen- 
diente de la curva provoca un incremento comparativa- 
mente grande en V, 

La regulación alostérica heterotrópica de la ATCasa 
es producto de sus interacciones con ATP y CTP. En el 
caso de los enzimas alostéricos heterotrópicos un acti- 
vador puede hacer que la curva de saturación con el 
sustrato sea más próxima a la hiperbólica, con un des- 
censo de K, pero sin cambios en Vax lo que se traduce 
en un incremento de velocidad de reacción a una con- 
centración de sustrato fija. En el caso de la ATCasa, esto 
se produce por la interacción con ATP lo que hace que 
el enzima muestre una curva de V, frente a [S] caracte- 
rística del estado R activo a concentracions de ATP 
suficientemente elevadas (V, es superior a cualquier 
valor de [S]; véase Fig. 6-35b). Un modulador negativo 
(un inhibidor) puede producir una curva de saturación 
de sustrato más sigmoidea, con un incremento en K, s 
tal corno se ilustra por los efectos del CTP sobre la ciné- 
tica de la ATCasa (véanse las curvas para el modulador 
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FIGURA 6-35 Curvas de actividad en función del sustrato de enzimas 
alostéricos representativos. Tres ejemplos de respuestas complejas de 
enzimas alostéricos a sus moduladores. (a) Curva sigmoidea producida 
por un enzima homotrópico en el que el sustrato también actúa como 
modulador positivo (estimulador), o activador. Obsérvese el parecido 
con la curva de saturación por oxígeno de la hemoglobina (véase la Fig. 
5-12). La curva sigmoidea es una curva híbrida en la que el enzima está 
presente mayoritariamente en el estado inactivo T a baja concentración 
de sustrato, y principalmente en el estado más activo R a elevada con- 
centración de sustrato. Las curvas para los estados T y R puros se repre- 
sentan separadamente en color. La ATCasa muestra un patrón similar a 
éste (b) Efectos de diferentes concentraciones de un modulador positivo 
(+) y un modulador negativo (-) sobre un enzima alostérico en el que 
Ks se altera sin cambio en V La curva central muestra la relación 
sustrato-actividad sin modulador. Para la ATCasa el CTP es un modula- 
dor negativo y el ATP un modulador positivo. (ec) Un caso de modulación 
menos común en el que se altera V „e mientras K „se mantiene casi 
constante 


negativo, Fig. 6-35b). Otros enzimas alostéricos hetero- 
trópicos responden a la presencia de un activador con 
un incremento de V” Pero con poco cambio en K, $ 
(Fig. 6-35c). Los enzimas alostéricos heterotrópicos 


muestran, por tanto, diferentes clases de respuesta en 
sus curvas de actividad frente a sustrato debido a que 
algunos tienen moduladores inhibidores, otros tienen 
moduladores activadores y otros (como la ATCasa) los 
tienen de ambas clases. 


Algunos enzimas están regulados por modificación 
covalente reversible 


En otra clase importante de enzimas reguladores la 
actividad se modula por modificación covalente de uno 
o más de los residuos aminoácidos de la molécula de 
enzima. Se han encontrado más de 500 tipos diferentes 
de modificación covalente de proteínas. Los grupos fos- 
forilo, acetilo, adenililo, uridililo, metilo, amida, carboxi- 
lo, miristilo, palmitilo, prenilo, hidroxilo, sulfato y ade- 
nosina difosfato ribosilo se cuentan entre los grupos 
modificadores más comunes (Fig. 6-36). Existen inclu- 
so proteínas enteras, como ubiquitina y sumo, que se 
usan como grupos modificadores especializados. Gene- 
ralmente, estos grupos se unen y son eliminados del 
enzima regulador por la acción de otros enzimas. La 
modificación de un residuo aminoácido de un enzima es 
equivalente a la introducción de un nuevo aminoácido 
con propiedades alteradas dentro del enzima. La intro- 
ducción de una carga puede alterar las propiedades 
locales del enzima e inducir un cambio de conforma- 
ción. La introducción de un grupo hidrofóbico puede 
inducir la asociación con una membrana. Los cambios 
son a menudo importantes y pueden ser críticos para la 
función del enzima alterado. 

La variedad de modificaciones enzimáticas es dema- 
siado grande para ser cubierta con detalle, pero pode- 
mos comentar algunos ejemplos. Un ejemplo de enzima 
regulado por metilación es el de la proteína aceptora de 
metilos de la quimiotaxis de las bacterias. Esta proteína 
forma parte de un sistema que le permite a una bacteria 
nadar hacia una sustancia atrayente en solución (por 
ejemplo un azúcar) y alejarse de las sustancias químicas 
repelentes. El agente metilante es la S-adenosilmetioni- 
na (adoMet) (véase la Fig. 18-18). La acetilación es otra 
modificación común que afecta aproximadamente al 
80% de las proteínas solubles en eucariotas, entre las 
que se encuentran muchos enzimas, y que supone la 
acetilación de sus extremos amino terminales. La ubi- 
quitina se une a las proteínas como un marca que las 
predestina para su degradación proteolítica (véase la 
Fig. 27-49). La ubiquitinación puede tener también una 
función reguladora. Sumo se encuentra unida a muchas 
proteínas nucleares eucarióticas que intervienen en la 
regulación de la transcripción, en la estructura de la 
cromatina y en la reparación del DNA. 

La ADP-ribosilación es una reacción especialmente 
interesante, observada en algunas proteínas; la ADP-ri- 
bosa proviene del nicotinamida adenina dinucleótido 
(NAD) (véase la Fig. 8-41). Este tipo de modificación se 
da en la dinitrogenasa reductasa bacteriana, que regula 
el importante proceso de la fijación biológica del nitró- 
geno. Las toxinas de la difteria y del cólera son enzimas 
que catalizan la ADP-ribosilación (e inactivación) de 
enzimas o proteínas celulares claves. 

La fosforilación es la modificación reguladora más 
frecuente. Se calcula que un tercio de todas las proteí- 
nas de la célula eucariotica están fosforiladas, y que 
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FIGURA 6-36 Algunas reacciones de modificación de enzimas. 


prácticamente en todos los procesos reguladores parti- 
cipan uno o (a menudo) muchos pasos de fosforilación. 
Algunas proteínas tiene sólo un residuo fosforilado, 
otras presentan varios y algunas tienen docenas de 
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sitios fosforilables. Este tipo de modificación covalente 
juega un papel central en un gran número de rutas regu- 
ladoras, por lo que se discute aquí con cierto detalle. 
También se discutirá en el Capítulo 12. 

A lo largo del texto se irán encontrando todas las 
modificaciones aquí descritas. 


Los grupos fosforilo afectan la estructura y la actividad 
catalítica de los enzimas 


Las proteína quinasas catalizan la unión de grupos 
fosforilo a residuos aminoácidos específicos de una pro- 
teína. En el genoma humano se encuentran más de 500 
genes que codifican estos enzimas clave. En la reacción, 
el grupo y-fosforilo de un nucleósido trifosfato (normal- 
mente ATP) se transfiere a un residuo concreto de Ser, 
Thr, o Tyr (en ocasiones también His) en la proteína 
diana. Esto introduce un grupo cargado y voluminoso 
en una región de la proteína diana que sólo era modera- 
damente polar. Los átomos de oxígeno de un grupo 
fosforilo pueden formar enlaces de hidrógeno con uno o 
varios grupos de la proteína, generalmente los grupos 
amida de la cadena peptídica al inicio de una hélice a o 
los grupos guanidinio cargados de un residuo Arg. Las 
dos cargas negativas de una cadena lateral fosforilada 
también pueden repeler los residuos cargados negativa- 
mente (Asp o Glu). Cuando la cadena lateral modificada 
se sitúa en una región del enzima critica para su estruc- 
tura tridimensional, se puede esperar que la fosforila- 
ción tenga efectos muy importantes en la conformación 
de la proteína y, por tanto, en la fijación del sustrato y 
la catálisis. La eliminación de los grupos fosforilo está 
catalizada por fosfoproteína fosfatasas denominadas 
simplemente proteína fosfatasas. 

Un ejemplo importante de regulación enzimática 
por fosforilación se encuentra en la glucógeno fosforila- 
sa (M_ 94.500) de músculo e hígado (Capítulo 15), que 
cataliza la reacción 


(Glucosa), + P, — (glucosa), , + glucosa 1-fosfato 
Glhucógeno Cadena de 
glucógeno acortada 

La glucosa 1-fosfato así formada puede utilizarse para la 
síntesis de ATP en el músculo o ser convertida en glu- 
cosa libre en el hígado. Observe que la glucógeno fosfo- 
rilasa, aunque añade un fosfato a un sustrato, no es de 
hecho una quinasa, ya que no utiliza ATP o cualquier 
otro nucleósido trifosfato como dador de fosforilo en la 
reracción que cataliza. Es, no obstante, el sustrato de 
una proteína quinasa que la fosforila. En la siguiente 
discusión, los grupos fosforilo que nos interesan son los 
que intervienen en la regulación del enzima y no los de 
su función catalítica. 

La glucógeno fosforilasa se presenta en dos formas: 
la forma más activa fosforilasa a y la forma menos activa 
fosforilasa b (Fig. 6-37). La fosforilasa a consta de dos 
subunidades, cada una de las cuales contiene un resi- 
duo Ser específico que está fosforilado en su grupo 
hidroxilo. Estos residuos serina fosfato son necesarios 
para alcanzar la actividad máxima del enzima. Los gru- 
pos fosforilo se pueden eliminar hidrolíticamente por un 
enzima diferente denominado fosforilasa fosfatasa: 


Fosforilasa a + 2H,0 — fosforilasa b + 2P, 
(más activa) (menos activa) 
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FIGURA 6-37 Regulación de la actividad de la glucógeno fosforilasa 
muscular por fosforilación. En la forma más activa del enzima, la fosto- 
rilasa a, se fosforilan residuos Ser específicas, uno en cada subunidad. La 
fosforilasa a se convierte en la fosforilasa b menos activa por eliminación 
enzimática, promovida por la fosfoproteina fosfatasa i (PP!), de esos 
grupos fosforilo. La fosforilasa b puede reconvertirse (reactivarse) en 
fosforilasa a par acción de la fosforilasa quinasa. 


En esta reacción la fosforilasa a se convierte en fosfori- 
lasa b mediante la rotura de dos enlaces serina-fosfato 
covalentes, uno en cada subunidad de la glucógeno 
fosforilasa. 

La fosforilasa b puede, a su vez, reactivarse - volver 
a convertirse covalentemente en fosforilasa a activa - 
por mediación de otro enzima, la fosforilasa quinasa, 
que cataliza la transferencia de grupos fosforilo desde el 
ATP a los grupos hidroxilo de los dos residuos específi- 


cos de Ser en la fosforilasa b: 
2ATP + fosforilasa b — 2ADP + fosforilasa a 
(menos activa) (más activa) 


La degradación del glucógeno en el músculo esquelético 
y en el hígado está regulada por variaciones en las pro- 
porciones de las dos formas de la glucógeno fosforilasa. 
Las formas a y b difieren en sus estructuras secundaria, 
terciaria y cuaternaria; cuando se interconvierten las 
dos formas, el sitio activo experimenta cambios de 
estructura y, en consecuencia, cambios en la actividad 
catalítica. 

La regulación de la glucógeno fosforilasa mediante 
fosforilación muestra las consecuencias de la adición de 
un grupo fosforilo tanto en la estructura como en la 
actividad catalítica. En el estado no fosforilado, cada 
subunidad de este enzima se pliega de rnanera que acer- 
ca 20 residuos de su extremo amino-terminal, entre los 
que se incluyen muchos residuos básicos, hacia una 
región que contiene varios aminoácidos acídicos; esto 
origina interacciones electroestáticas que estabilizan la 
conformación. La fosforilación de la Ser'* interfiere en 
esta interacción, forzando el dominio amino-terminal a 
moverse hacia fuera del entorno acídico y a adoptar una 
conformación que permite la interacción entre @}Ser y 
varias cadenas laterales de Arg. En esta conformación el 
enzima es mucho más activo. 

La fosforilación de un enzima puede afectar a la 
catálisis por otra vía: mediante la modificación de la 
afinidad de fijación del sustrato. Por ejemplo, cuando se 
fosforila la isocitrato deshidrogenasa (un enzima del 
ciclo del ácido cítrico; Capítulo 16), la repulsión elec- 
trostática del grupo fosforilo inhibe la fijación de citrato 
(un ácido tricarboxílico) en el sitio activo. 

Ny 


Las fosforilaciones múltiples permiten un contro! 
exquisito de la regulación 


Los residuos Ser, Thr o Tyr fosforilados en las proteínas 
reguladoras se presentan dentro de motivos estructura- 
les comunes, en las denominadas secuencias consenso, 
que son reconocidas por proteína quinasas específicas 
(Tabla 6-10). Algunas quinasas son basofílicas, prefi- 
riendo fosforilar un residuo que tenga vecinos básicos; 
otras presentan diferentes preferencias de sustrato, tal 
como un residuo cercano a una Pro. Sin embargo, la 
secuencia primaria no es el único factor importante en 
la determinación de si un residuo será fosforilado o no. 
El plegamiento proteico acerca residuos distantes en la 
secuencia primaria; la estructura tridimensional resul- 
tante puede determinar el que una proteína quinasa 
tenga acceso a un residuo determinado y pueda recono- 
cerlo como sustrato. Otro factor que influye en la espe- 
cificidad de sustrato de ciertas proteína quinasas es la 
proximidad de otros residuos fosforilados. 

La regulación por fosforilación es a menudo compli- 
cada. Algunas proteínas tienen secuencias consenso 
reconocidas por varias proteína quinasas diferentes, 
cada una de las cuales puede fosforilar la proteína y 
variar su actividad enzimática. En algunos casos la fosfo- 
rilación es jerárquica: un determinado residuo se puede 
fosforilar sólo si un residuo vecino se ha fosforilado pri- 
mero. Por ejemplo, la glucógeno sintasa, el enzima que 
cataliza la condensación de monómeros de glucosa para 
formar glucógeno (Capítulo 15) está inactivada por fos- 
forilación de residuos Ser específicos y su actividad está 
también modulada por al menos otras cuatro proteína 
quinasas que fosforilan otros tantos sitios del enzima 
(Fig. 6-38). El enzima no es, por ejemplo, un sustrato 
de la glucógeno sintasa quinasa 3 hasta que un sitio ha 
sido fosforilado por la caseína quinasa H. Algumas fosfo- 
rilaciones inhiben más que otras la glucógeno sintasa, y 
algunas combinaciones de fosforilaciones son acumulati.- 
vas. Estas fosforilaciones reguladoras múltiples propor- 
cionan el potencial para una regulación extremadamen- 
te sutil de la actividad enzimática. 

Para ser útil como mecanismo regulador efectivo, la 
fosforilación ha de ser reversible. En general, los grupos 
fosforilo se añaden y eliminan mediante enzimas dife- 
rentes y, por consiguiente, los procesos se pueden regu- 
lar independientemente. Las células contienen una 
familia de fosfoproteína fosfatasas que hidrolizan espe- 
cíficamente los ésteres Ser, ()-Thr y (> Tyr, liberan- 
do P. Las fosfoproteína fosfatasas conocidas hasta el 
momento actúan sólo sobre un subconjunto de fos- 
foproteínas, pero presentan una especifícidad de sus- 
trato menor que las proteína quinasas. 


Algunos enzimas y otras proteínas son regulados 
mediante la rotura proteolítica de un precursor 
enzimático 

En algunos enzimas, la escisión de un precursor inactivo 
denominado zimógeno da lugar al enzima activo. 
Muchos enzimas proteolíticos (proteasas) del estómago 
y del páncreas se regulan de esta manera. La quimotrip- 
sina y la tripsina se sintetizan inicialmente en forma de 
quimotripsinógeno y tripsinógeno, respectivamente 
(Fig. 6-39). La rotura específica produce cambios de 


TABLA 6-10 
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| Proteína quinasa 

| Proteína quinasa A 

| Proteína quinasa G 

Proteína quinasa C 

Proteína quinasa B 

Ca2+ /calmodulina quinasa 1 
Ca2+ /calmodulina quinasa II 
Cadena ligera de la miosina quinasa (músculo liso) 
Fosforilasa b quinasa 

| Quinasa extracelular regulada por señal (ERK) 


Proteína quinasa dependiente de ciclina (cdc2) 


| Caseína quinasa I 


Receptor 8-adrenérgico quinasa 


| 
| 
| 
Caseína quinasa II 
| Rodopsina quinasa 


Receptor de insulina quinasa 


| Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF) 
| quinasa 


-x-R[RK]-x-[ST]-B- 

-Xx-R-[RK]-x-[ST]-X- 

-[RKI(2)-x-[57]-B-[RK](2)- 

-X-R-x-1ST]|-x-K- 

-B-x-R-x(2)-15T]-x(3)-B- 

-B-x-[RK]-x(2)-45T]-x(2)- 

-K(2)-R-x(2)-5-x-B(2)- 

-K-R-K-Q-1-S-V-R- 

-P-x-[ST]-P(2)- 

-x-[ST]-P-x-[KR]- 

-[SpTp|-x(2)-[ST]-B” 
-x-[ST}-x(2)-[ED]-x- 
-[DE (1 )-1STI-(3) 

-x(2) ASTI-E(2)- 


x-E(3)-V-M(9)-K(2)-S-R-G-D-Y-M-T-M-QU- 
G-K(3)-L-P-A-T-G-D-Y-M-N-M-S-P-V-G-D- 


E(4 YF-ELV 


Fuentes: L. A. Pinna and M. H. Ruzzene, Biochim. Biophys. Acta 1314:191, 1996; B. E. Kemp and R. B. Pearson, Trends Biochem. Sci. 15:342, 


1990; P. J. Kennelly and E. G. Krebs, J. Biol. Chem. 266:15,555, 1991. 


Nota: Se muestran aquí las secuencias consenso deducidas (en tipo redonda) y las secuencias reales de sustratos conocidos (en itálica). Los 
residuos Ser (S), Thr (M o Tyr (Y) que se fostoritan están en rojo; todos los residuos aminoácidos se presentan en abreviaturas de una letra (véase la 
Tabla 3-1). X representa cualquier aminoácido; B, cualquier aminoácido hidrofóbico; Sp, Tp y Yp residuos de Ser, Thr y Tyr que deben estar ya 


fostorilados para que la quinasa reconozca el sitio. 


*El mejor sitio diana tiene dos residuos aminoácidos que separan los residuos diana Ser/Thr fosforilados, los sitios diana con uno o con tres 


residuos intercalados funcionan a nivel reducido. 


conformación que exponen el sitio activo del enzima. 
Dado que este tipo de activación es irreversible, se 
necesitan otros mecanismos para inactivar estos enzi- 


Sitios de 3 1 
fosforilación | | gi. 


de la glucógeno B C 45 A 


2 A B 
ds Lado a AOL e 


Proteína quinasa À 1A, 1B, 2, 4 
Proteína quinasa G 1A, 1B, 2 
Proteína quinasa C 


Ca?* /calmodulina 
quinasa 


Fosforilasa b 
quinasa 


Caseína quinasa | Al menos nueve 


Caseína quihasa tl 5 


Glucógeno sintasa 

quinasa 3 3A, 3B, 3C 
Glucógeno 

sintasa quinasa 4 2 


mas. Las proteasas son inactivadas por proteínas inhibi- 
doras que se fijan muy fuertemente al sitio activo del 
enzima. Por ejemplo, el inhibidor pancreático de tripsi- 
na (M, 6.000) se fija a la tripsina inhibiéndola; la a -anti- 
proteinasa (M_53.000) inhibe principalmente la elastasa 
de neutrófilos (los neutrófilos son un tipo de leucocitos 
o glóbulos blancos de la sangre; la elastasa es una pro- 
teasa que actúa sobre la elastina, componente de algu- 
nos tejidos conjuntivos). La insuficiencia de a, -antipro- 
teinasa, que puede ser debida a la exposición al humo 
del tabaco, se ha asociado con lesiones pulmonares, 
entre ellas el enfisema. 

Las proteasas no son las únicas proteínas activadas 
por proteólisis. Sin embargo, en otros casos, los precur- 
sores no reciben el nombre de zimógenos sino, más 
generalmente, proproteínas o proenzimas. Por ejem- 
plo, el colágeno del tejido conjuntivo se sintetiza inicial- 
mente en forma de un precursor soluble denominado 
procolágeno. 


FIGURA 6-38 Fosforilaciones reguladoras múltiples. El enzima glucó- 
geno sintasa contiene al menos nueve sitios separados en cinco regiones 
y que son susceptibles de fosforilación por una de las proteína quinasas 
celulares. De este modo, la regulación de este enzima no es cuestión de 
una conmutación (on/off) binaria, sino que resulta de una modulación 
finamente ajustada de la actividad con un margen de respuesta amplio a 
una diversidad de señales. 


234 Enzimas 


Tripsinógeno 
(inactivo) 
229 


enterapepidasa 


Val'-(Asp)¿-Lysó 


Tripsina 
(activa) 


229 


FIGURA 6-39 Activación de zimógenos por rotura proteolítica. Aquí se muestra la 


formación de quimotripsina y tripsina a partir de sus zimógenos, quimotripsinógeno 
y tripsinógeno. El intermedio r-quimotripsina generado mediante rotura por la tripsina 
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Una cascada de zimógenos activados proteolíticamente 
conduce a la coagulación de la sangre 


Un coágulo sanguíneo es un agregado de fragmentos 
celulares denominados plaquetas que están entrecruza- 
dos y estabilizados por fibras proteicas constituidas 
principalmente por fibrina (Fig. 6-40a). La fibrina 
proviene de un zimógeno soluble denominado fibrinóge- 
no. Después de las albúminas y globulinas el fibrinógeno 
es, en general, el tercer tipo de proteína más abundante 
del plasma sanguíneo. La formación de un coágulo san- 
guíneo proporciona un ejemplo bien conocido de una 
cascada reguladora, mecanismo que permite una 
respuesta muy sensible a una señal molecular, así como 
su amplificación. Las rutas también ponen en contacto 
diversos tipos diferentes de regulación. 

En una cascada reguladora, una señal lleva a la 
activación de la proteína X. La proteína X cataliza la 
activación de la proteína Y. La proteína Y cataliza la 
activación de la proteína Z y así sucesivamente. Debido 
a que las proteínas X, Y y Z son catalizadores que acti- 
van múltiples copias de la siguiente proteína de la 
cadena, la señal se amplifica en cada paso. En algunos 
casos, los pasos de activación implican la rotura proteo- 
lítica por lo que, de hecho, son irreversibles. En otros, 
la activación implica pasos de modificación de la proteí- 
na, tales como ia fosforilación, la cual es fácilmente 
reversible. Las cascadas reguladoras gobiernan una 
amplia gama de procesos biológicos entre los que se 
incluyen algunos aspectos de la determinación del des- 


FIGURA 6-40 Función de la'fibrina en los coágulos sanguíneos. (a) 
Un coágulo sanguíneo está formado por plaquetas agregadas (células 
pequeñas débilmente coloreadas), unidas por cadenas de fibrina entre- 
cruzada. Los eritrocitos (rojos) también están atrapados en la matriz. 
(b) La proteína plasmática soluble fibrinógeno está formado por dos 
complejos de subunidades a, Ø, y y (aB). La eliminación de péptidos 
aminoterminales de las subunidades & y 4 (no mostrada) conduce a la 
formación de complejos de orden superior y entrecruzamiento covalente 
final que da como resultado la formación de fibras de fibrina. Los “boto- 
nes” son dominios globulares en los extremos de las subunidades pro- 
teolizadas. [Fuente: (a) CNRi/Science Source. ] 


tiene una especificidad algo alterada con respecto a la e-quimotripsina madura. Las 
barras representan la secuencia de aminoácidos de las cadenas polipeptídicas, y los 
números representan las posiciones relativas de los residuos (el residuo amino-terminal 
es el número 1) Los residuos en los extremos de los fragmentos polipeptidicos genera- 
dos por la rotura se indican: debajo de las barras, Observe que algunos números están 
ausentes en las formas activas finales . Recuerde que las tres cadenas polipeptídicas (A, 
B y C) de la quimotripsina están unidas por puentes disulfuro (véase la Fig 6-20). 


tino celular durante el desarrollo, la detección de la luz 
por los bastones de la retina y la muerte celular progra- 
mada (apoptosis). 

El fibrinógeno es un dímero de heterotrímeros 
(a,B,y,), con tres tipos de subunidades diferentes aun- 
que relacionadas evolutivamente (Fig. 6-40b). El fibri- 
nógeno se convierte en fibrina, y de este modo queda 
activado para coagular la sangre, por la eliminación 
proteolítica de 16 residuos aminoácidos del extremo 
amino terminal de cada subunidad a y 14 residuos ami- 
noácidos del extremo amino de cada subunidad 8. La 
eliminación del péptido está catalizada por la serina 
proteasa trombina. Los extremos amino recién expues- 
tos de las subunidades a y 8 encajan perfectamente en 
sitios de fijación situados en las porciones globulares 
carboxi terminales de las subunidades y y 8, respectiva- 
mente de otra proteína fibrina. De este modo la fibrina 


(a) 


(b) 


| Entrecruzamiento de fibrina 


e e E Aa == uE : 


se polimeriza dando una matriz tipo gel que genera un 
coágulo blando. Las interacciones se estabilizan median- 
te entrecruzamientos covalentes generados por la con- 
densación de residuos Lys coneretos de una subunidad 
con residuos Gln de la otra, catalizada por una transglu- 
taminasa, el factor XIIIa. Los entrecruzamientos cova- 
lentes convierten el coágulo blando en un coágulo 
duro. La activación del fibrinógeno que da fibrina es 
el púnto final no de una sino de dos cascadas regulado- 
ras entrelazadas (Fig. 6-41). A una de ellas se la cono- 
ce como ruta de activación por contacto (“contacto” se 
refiere a la interacción de componentes clave de este 
sistema con fosfolípidos aniónicos presentes en la 
superficie de las plaquetas en el lugar de una herida). 
Como todos los componentes de esta ruta se encuen- 
tran en el plasma sanguíneo, también se conoce como 
vía intrínseca. La segunda ruta es la vía extrínseca 0 
del factor tisular. Un componente importante de esta 
ruta, la proteína factor tisular (TF), no se halla en el 
torrente circulatorio. La mayor parte de factores protei- 
cos de ambas rutas se designan con números romanos. 
Muchos de estos factores son serina proteasas del tipo 
de la quimotripsina, con zimógenos precursores que se 
sintetizan en el hígado y se exportan a la sangre. Otros 
factores son proteínas reguladoras que se unen a las 
serina proteasas colaborando en su activación. 

La coagulación sanguínea se inicia con la activación 
de plaquetas circulantes, fragmentos celulares espe- 
cializados que carecen de núcleo, en el lugar de la heri- 
da. Las heridas tisulares producen la exposición a la 
sangre de moléculas de colágeno presentres debajo de 
la capa celular epitelial que forra cada vaso sanguíneo, 
La activación de las plaquetes se desencadena princi- 
palmente por interacción con este colágeno. La activa- 
ción conduce a la exposición de fosfolípidos amiónicos 
de la superficie de cada plaqueta y a la liberación de 
moléculas señalizadoras tales como los tromboxanos 
(véase la p. 375) que colaboran en la activación de más 
plaquetas. Las plaquetas activadas se agregan en el sitio 
de la herida, formando un coágulo poco firme. La esta- 
bilización del coágulo requiere ahora la fibrina generada 
por las cascadas de la coagulación. 

La vía extrínseca actúa en primer lugar. El daño 
tisular expone el plasma sanguíneo al TF incrustado 
mayoritariamente en las membranas de los fibroblastos 
y células del músculo liso por debajo de la capa endote- 
lial. Se forma un complejo iniciador entre el TF y el 
factor VIL, presente en el plasma sanguíneo. El factor 
VII es un zimógeno de una serina proteasa y el TF es 
una proteína reguladora necesaria para su función. El 
factor VII se convierte en su forma activa, factor Vila, 
mediante rotura proteolítica catalizada por el factor Xa 
(otra serina proteasa). El complejo TF-Vlla corta ahora 
el factorX, creando la forma activa, factor Xa. 

Si se nécesita TF-Vlla para cortar X, y se necesita 
Xa para cortar TF-VIl ¿cómo puede llegar a iniciarse el 
proceso? En todo momento se halla presente en la san- 
gre una pequeña cantidad de factor Vila, suficiente para 
formar una pequeña cantidad del complejo TF-Vila 
activo inmediatamente después de haberse dañado el 
tejido. Esto permite la formación de factor Xa y estable- 
ce el bucle de inicio retroalimentado. Una vez que 
empieza a aumentar la concentración de factor Xa, éste 
(en forma de complejo con la proteína reguladora factor 
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FIGURA 6-41 Cascadas de la coagulación. Se muestran las vías inter- 
conectadas intrínseca y extrínseca conducen a la rotura del fibrinógeno 
para dar fibrina activa. Las serina proteasas activas de las vías se mues- 
tran en azul. Las flechas verdes indican pasos de activación y las flechas 
rojas indican procesos inhibidores. 


Va) corta la protrombina dando su forma activa trombi- 
na, la cual corta el fibrinógeno. 

La vía extrínseca proporciona así una aparición 
rápida de trombina. No obstante, el complejo TF-Vlla es 
rápidamente inactivado por la proteína inhibidor del 
factor tisular proteico (TFPI). La formación del 
coágulo se mantiene por activación de componentes de 
la vía intrínseca. El factor IX se convierte en la serina 
proteasa activa factor IXa por la proteasa TF-Vlla 
durante el inicio de la secuencia de coagulación. El fac- 
tor IXa, en forma de complejo con la proteína Vllla, es 
relativamente estable y proporciona un enzima alterna- 
tivo para la conversión proteolítica del factor X a Xa. El 
[IXa activo también puede ser producido por la serma 
proteasa Xla. La mayor parte de Xla se genera por rotu- 
ra del zimógeno factor XI por la trombina en un bucle 
de retroalimentación. 

Si no se controla, la coagulación de la sangre podría 
conducir en último término a un bloqueo de los vasos 
sanguíneos, produciento ataques de corazón o ictus, 
Por tanto, se necesita más regulación, A medida que se 
forma un coágulo duro, las rutas reguladoras ya están 
actuando para limitar el tiempo durante el que es activa 
la cascada de la coagulación. Además de cortar el fibri- 
nógeno, la trombina también forma un complejo con 
una proteína incrustada en la superficie vascular de las 
células endoteliales, la trombomodulina. El complejo 
trombina-trombomodulina corta el zimógeno de la seri- 
na proteasa proteína C. La proteína C activada, en 
forma de complejo con la proteína S reguladora, corta 
los factores Va y Vllla inactivándolos lo que suprime el 
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conjunto de la cascada. Otra proteína, la antitrombina 
MM (ATIII), es un inhibidor de serina proteasas. La 
ATII forma un complejo covalente 1:1 entre un residuo 
Arg de ATIII y el residuo Ser del sitio activo de serina 
proteasas, especialmente la trombina y el factor Xa. 
Estos dos sistemas de regulación, en concierto con 
TFPI, ayudan a establecer un umbral o nivel de exposi- 
ción a TF necesario para activar la cascada de coagula- 
ción. Los individuos con defectos genéticos que elimi- 
nan o disminuyen los niveles de proteína C o de ATII en 
la sangre tienen un riesgo muy elevado de trombosis 
(formación madecuada de coágulos de sangre). 
El control de la coagulación sanguínea es impor- 
tante en medicina, especialmente en la preven- 
ción de la formación de coágulos durante la cirugía y en 
pacientes con riesgo de ataques de corazón o ictus. 
Existen varios métodos diferentes para la prevención de 
la coagulación. El primero aprovecha otra característica 
de varias proteínas de la cascada de coagulación que 
aún no hemos mencionado. Los factores, VI, IX, X y la 
protrombina junto con las proteínas C y S, tienen sitios 
de fijación de calcio muy importantes para su función. 
En cada caso los sitios de fijación de calcio están forma- 
dos por modificación de múltiples residuos Glu, cerca 
del extremo amino terminal de cada proteína, a resi- 
duos y-carboxiglutamato (abreviados Gla; véase la p. 
81). Las modificaciones Glu a Gla están catalizadas por 
enzimas que dependen de la función de la vitamina K 
liposoluble (véase la p. 380). El calcio fijado funciona 
adheriendo estas proteínas a los fosfolípidos aniónicos 
que se encuentran en la superficie de las plaquetas acti- 
vadas, situando de forma efectiva los factores de la 
coagulación en las áreas en donde se ha de formar el 
coágulo. Los antagonistas de la vitamina K tales como la 
warfarina (Sintrom) son anticoagulantes de eficiencia 
probada. Una segunda manera de prevenir la coagula- 
ción es la administración de heparinas. Las heparinas 
son polisacáridos muy sulfatados (véase la Fig. 7-22). 
Actúan como anticoagulantes porque incrementan la 


afinidad de ATTI hacia el factor Xa y la trombina, facili- 
tando así la inactivación de elementos clave de la casca- 
da véase la Fig. 7-26). Finalmente, la aspirina (acetil- 
salicilato; Fig. 21-15b) es un anticoagulante efectivo. La 
aspirina inhibe el enzima ciclooxigenasa requerido para 
la formación de tromboxanos. å medida que la aspirina 
reduce la liberación de tromboxanos de las plaquetas, 
disminuye la capacidad de agregación de éstas. 

Los humanos nacidos con una deficiencia de un 
buen número de componentes de la cascada de coagu- 
lación muestran una tendencia a sangrar que va de 
ligera a esencialmente incontrolable, siendo esta última 
una enfermedad fatal. Defectos genéticos en los genes 
que codifican proteínas requeridas en la coagulación 
sanguínea producen enfermedades conocidas como 
hemofilias. La hemofilia A es una enfermedad ligada al 
sexo en la que hay una deficiencia de factor VIII. Ésta es 
la hemofilia humana más frecuente y afecta a unos 
5.000 varones en todo el mundo. El ejemplo más famoso 
de hemofilia A se da entre las familias reales europeas, 
Evidentemente, la reina Victoria (1919-1901) fue porta- 
dora. El príncipe Leopoldo, su octavo hijo, tenía hemo- 
filia A y murió a la edad de 31 después de una pequeña 
caída. Al menos dos de sus hijas eran portadoras y 
pasaron el gen defectuoso a otras familias reales de 
Europa (Fig. 6-42). = 


Algunos enzimas reguladores utilizan varios mecanismos 
de regulación 


La glucógeno fosforilasa cataliza la primera reacción de 
una ruta que alimenta a partir de glucosa almacenada 
las rutas del metabolismo de glúcidos que proporcionan 
energía (Capítulos 14 y 15). Ésta es una ruta metabólica 
importante y su regulación es en consecuencia comple- 
ja. Aunque la regulación primaria de la glucógeno fosfo- 
rilasa se da a través de una modificación covalente, tal 
como se describió en la Figura 6-37, la glucógeno fosfo- 
rilasa está también modulada alostéricamente por AMP, 
que es un activador de la fosforilasa b, y por la glucosa 
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FIGURA 6-42 Familias reales de Europa y herencia de la hemofilia A. 
Los varones se indican mediante cuadrados y las hembras por círculos. 


rico jandra] (Familia imperial rusa) 


[] Varón normal 


E Varón hemofílico 
O Hembra normal O Hembra portadora O Hembra posiblemente portadora 


Bri 
Leopoldo Beatriz 
KO L] KOO LL] 
Alicia Eugenia Leopoldo Mauricio 
(Familia real española) 
HC ci JO ES 
Alexis Ruperto Alfonso Gonzalo 
JJOO LARA TE 
ERES 


E] Varón posiblemente hemofílico 


Los varones que padecieron hemofilia están representados por cuadra- 
dos rojos mientras que las mujeres presuntamente portadoras por circu- 
tos semicoloreados en rojo. 


6-fosfato y ATP, ambos inhibidores del enzima. Además, 
los enzimas que añaden y eliminan grupos fosforilo son 
a su vez regulados por los niveles de las hormonas que 
regulan el azúcar en sangre, por lo que el sistema entero 
es sensible a estas hormonas (Fig. 6-43; véanse tam- 
bién los Capítulos 15 y 23). 

Se han encontrado otros enzimas reguladores com- 
plejos en encrucijadas metabólicas clave. Uno de los 
enzimas reguladores más complejos conoeidos es la 
glutamina sintetasa bacteriana, que cataliza una reac- 
ción que introduce nitrógeno reducido en el metabolis- 
mo celular (Capítulo 22). Está regulada alostéricamente 
(con ocho moduladores alostéricos diferentes, como 
mínimo); por modificación covalente reversible y 
mediante la asociación con otras proteínas reguladoras. 
Este mecanismo se examinará en detalle cuando consi- 
deremos la regulación de rutas metabólicas específicas. 
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FIGURA 6-43 Regulación de la actividad de la glucógeno fosforilasa 
muscular mediante fosforilación. La actividad de la glucógeno fosfori- 
232 Jg musculo está sujeta a un sistema de regulación en múltiples 
37 = que intervienen modificación covalente (fosforilación) mos- 

=gurE 6-36. La regulación alostérica y una cascaca reguladora 
tiva rormona: que actúa sobre los enzimas implicados en 
la fosforilación y cestasforilación también tienen papeles importantes, La 
actividad de amoas formas del enzima está regulada alostéricamente por 
un activador (AMP) y por inhibidores (glucosa 6-fostato y ATP) que se 
unen a sitios distintos del enzima. Las actividades de la fosforilasa qui- 
nasa y de la fosforilasa fosfatasa 1 (PPH) también están reguladas por 
modificación covalente a través de una corta ruta de reacciones que res- 
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¿Cuál es la ventaja de semejante complejidad en la 
regulación de la actividad enzimática? Hemos empezado 
este capítulo observando la importancia central de la 
catálisis en la existencia de la vida. El control de la 
catálisis también es crítico para la vida. Si todas las 
reacciones posibles en una célula se catalizaran simultá- 
neamente, las macromoléculas y los metabolitos se 
escindirían rápidamente en formas químicas mucho más 
simples. Por el contrario, en las células sólo se catalizan 
las reacciones necesarias en un momento dado. Cuando 
los recursos químicos son abundantes, se sintetizan y 
almacenan glucosa y otros metabolitos. Cuando son 
escasos, las células utilizan estos depósitos para hacer 
funcionar el metabolismo celular. La energía química se 
utiliza de forma económica, repartiéndose entre las 
diversas rutas metabólicas según dicten las necesidades 
celulares. La disponibilidad de catalizadores poderosos, 
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ponde a las hormonas glucagón y adrenalina. Una ruta conduce a ta fos- 
forilación de la fosforilasa quinasa y el inhibidor 1 de la tosfoproteina fos- 
fatasa 1 (PPI-D. La fosforilasa quinasa fosforilada se activa y a su vez 
fostorila ¡a glucógeno fosforilasa activándola. Al mismo tiempo, el PP1-1 
fosforilado interacciona con la PPI y la inactiva, El PP1-1, por su parte, 
puede mantenerse también activo (fostorilado) mediante inhibición de la 
fosfoproteína fosfatasa 28 (PP2B), el enzima que lo desfosforila (inacti- 
vándolo). De este modo, el equilibrio entre ¡as formas a y b de la glucó- 
geno fosforilasa se decanta definitivamente hacia la forma más activa 
glucógeno fosforilasa a. Observe que ambas formas de fosforilasa qui- 
nasa se activan hasta cierto punto por acción del ión Ca? (no mostrado). 
Esta ruta se discute con mayor detalle en los Capitulos 14, 15 y 23. 
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cada uno específico para una reacción determinada, 
hace posible la regulación de estas reacciones. Éstas, a 
su vez, originan la compleja y altamente regulada sinfo- 
nía que denominamos vida. 


RESUMEN 6.5 Enzimas reguladores 


MB” La actividad de las rutas metabólicas en las células 
está regulada mediante el control de las actividades de 
ciertos enzimas, 

E La actividad de los enzimas alostéricos se ajusta 
mediante unión reversible de un modulador específico a 
un sitio regulador. Los moduladores pueden ser el pro- 
pio sustrato o algún otro metabolito, y el efecto del 
modulador puede ser activador o inhibidor. El compor- 
tamiento cmético de ios enzimas alostéricos es un refle- 
jo de las interacciones cooperativas entre subunidades 
del enzima. 

MM Otros enzimas reguladores son modulados mediante 
modificación covalente de un grupo funcional específico 
necesario para la actividad. La fosforilación de residuos 
anunoácidos específicos es un método muy común de 
regulación de la actividad enzimática. 

Mi Muchos enzimas proteolíticos se sintetizan como 
precursores inactivos denominados zimógenos, que se 
activan por rotura de fragmentos peptídicos pequeños. 
MM La coagulación de la sangre se produce mediante 
dos cascadas reguladoras interconectadas de zimógenos 
activados proteolíticamente. 

E Los enzimas que actúan en importantes interseccio- 
nes metabólicas pueden estar regulados a través de com- 
plejas combinaciones de efectores, lo que permite la 
coordinación de las actividades en rutas interconectadas. 


E Términos clave 
Tbdos los términos en negrita están definidos en el glosario. 


enzima 190 catálisis ácido-base 
cofactor 190 general 199 
coenzima 190 catálisis covalente 200 


grupo prostético 190 
boloenzima 190 
apoenzima 190 
apoproteína 190 
sitio activo 192 
sustrato 192 
estado basal 192 
estado de transición 193 
energía de activación 

(AGN 193 
intermedio 

de reacción 193 
paso limitante 

de velocidad 193 
constante de 

equilibrio (K as 19 
constante 

de velocidad 194 
energía de fijación 

(AG) 195 
especificidad 197 
encaje inducido 198 
catálisis ácido-base 

específica 199 


cinética enzimática 200 
velocidad inicial (Y) 200 
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E Problemas 


1. Mantenimiento del sabor dulce del maíz El sabor dulce 
del maíz recién cosechado es debido a la gran cantidad de 
azúcar de los granos. El maíz comprado en la tienda (varios 
días después de la cosecha) no es tan dulce debido a que el 
50% del azúcar libre del maíz se convierte en almidón durante 
el primer día después de la cosecha. Para mantener el sabor 
dulce del maíz fresco, se sumergen las espigas en agua hir- 
viente durante unos minutos (se escaldan) enfriándose des- 
pués en agua fría. El maíz procesado de esta manera y 
mantenido en un congelador mantiene su dulzor ¿Cuál es la 
base bioquímica de este proceso? 


2. Concentración intracelular de enzimas Para calcular 
aproximadamente la concentración real de enzimas en una 
célula bacteriana, suponga que la célula contiene 1.000 enzi- 
mas diferentes a igual concentración disueltos en el citosol, y 
que cada proteína tiene una masa molecular relativa de 
100.000. Suponga que la célula bacteriana es un cilindro (diá- 
metro 1,0 xm, altura 2,0 zm). Si el citosol (densidad 1,20) 
contiene un 20% de proteína soluble en peso y si la proteína 
soluble consiste únicamente en enzimas, calcule la concentra- 
ción molar medía de cada enzima en esta célula hipotética. 


3. Incremento de velocidad por la ureasa Elenzima ureasa 
aumenta la velocidad de hidrólisis de la urea a pH 8,0 y 20 °C en 
un factor de 10'*, Si una cantidad dada de ureasa puede hidroli- 
zar completamente una cantidad determinada de urea en 5 min 
a 20 °C y pH 8,0, ¿cuánto tardará en hidrolizarse esta cantidad 
de urea en las mismas condiciones pero en ausencia de ureasa? 
Suponga que ambas reacciones tienen lugar en sistemas estéri- 
les de modo que las bacterias no pueden atacar la urea. 


4. Protección de un enzima contra la desnaturalización 
por calor Cuando se calientan soluciones de enzima, se pro- 
duce una pérdida progresiva de la actividad con el tiempo de- 
bida a la desnaturalización del enzima. Una solución del enzima 
hexoquinasa incubada a 45 *C perdió el 50% de su actividad en 
12 min, pero cuando se incubó la hexoquinasa a 45 °C en pre- 
sencia de una gran concentración de uno de sus sustratos, sólo 
perdió el 3% de su actividad. Sugiera por qué la desnaturaliza- 
ción térmica de la hexoquinasa se retardó en presencia de uno 
de sus sustratos. 


5. Requerimientos del sitio activo de los enzimas La car- 
boxipeptidasa, que elimina secuencialmente los residuos ami- 
noácidos del extremo carboxilo terminal de sus sustratos 
peptídicos, está formada por una cadena sencilla de 307 ami- 
noácidos. Los dos grupos catalíticos esenciales del sitio activo 
son proporcionados por Arg** y Glu?”. 


(a) Si la cadena de carboxipeptidasa fuese una hélice «a 
perfecta, ¿qué distancia existiría (en nanómetros) entre Arg" 
y Glu””"? (Pista: Vea la Fig. 4-4a.) 

(b) Explique por qué estos dos residuos aminoácidos tan 
lejanos en la secuencia, pueden catalizar una reacción que 
tiene lugar en un espacio de unas décimas de nanómetro. 


6.Determinación cuantitativa de la actividad de la lac- 
tato deshidrogenasa El enzima muscular lactato deshidro- 
genasa cataliza la reacción 


T T 
CH3—C— C007 + NADH + Ht ———-> M + NAD? 
Piruvato H 
Lactato 


NADH y NAD* son las formas reducida y oxidada, re- 
spectivamente, del coenzima NAD. Las soluciones de 
NADH, pero no las de NAD-, absorben luz a 340 nm. Esta 
propiedad se utiliza para determinar la concentración de 
NADH en disolución midiendo espectrofotométricamente la 
cantidad de luz absorbida por la solución a 340 nm. Explique 
cómo se pueden utilizar estas propiedades del NADH para di- 
señar una determinación cuantitativa de la actividad de la lac- 
tato deshidrogenasa. 


7. Efecto de los enzimas sobre las reacciones ¿Cuál de 
los efectos mdicados sería provocado por un enzima que cata- 
lizara la reacción simple 


k 
S == P donde Ka ==> 


Descenso de Ei (b) aumento de k,; (c) aumento de JR (d) 
aumento de AG”; (e) descenso de AG*; (f) AG" más negativa; 
(g) aumento de k,. 


8. Relación entre velocidad de reacción y concentración 
de sustrato: Ecuación de Michaelis-Menten 

(a) ¿A qué concentración de sustrato mostrará un enzima 
cuya k „ es 30,0 s-1 y su K, 0,0050 mM una cuarta parte de su 
velocidad máxima? 

(b) Determine la fracción de Y, que se encontrará a las 
siguientes concentraciones de sustrato [S]: 4X_,2K, y 10K... 

(c) Se aísla un enzima que cataliza la reacción X D Y a 
partir de dos especies bacterianas. Los enzimas tienen la 
misma V „« pero diferentes valores de X, para el sustrato X. El 
enzima A tiene una K, de 2,0 um, mientras que el enzima B 
tiene una K „de 0,5 um, La gráfica inferior muestra la cinética 
de las reacciones llevadas a cabo con la misma concentración 
de cada enzima y con [X] = 1 4m, ¿Qué curva corresponde a 
cada enzima? 


[Y] 


Tiempo 


6.5 Enzimas reguladores 239 


9. Aplicación de la ecuación de Michaelis-Menten I. Un 
enzima cataliza la reacción A D B. El enzima se halla a una 
concentración de 2 num y la V a, €S 1,2 ms”. La K „del sustrato 
A es 10um. Calcule la velocidad inicial de la reacción, V,, 
cuando la concentración de sustrato es (a) 2 ym, (b) 10 ¡um y 
(c) 30 ym. 


10. Aplicación de la ecuación de Michaelis-Menten 
IL. Un enzima cataliza la reacción M D N. El enzima está pre- 
sente a una concentración de 1 nm y la Vmax es 2 ms”, La K 
para el sustrato M es 4 ¿um. (a) Calcule kcat. (b)¿Qué valores 
de Vax Y K, deberían observarse en presencia de cantidades 
suficientes de un inhibidor acompetitivo para generar un a’ de 
2,0? 


11. Aplicación de la ecuación de Michaelis-Menten 
MHI Un grupo de investigación descubre una nueva versión de 
la felicidasa, a la que denominan felicidasa*, que cataliza la 
reacción química FELIZ S TRISTE. 

Los investigadores empiezan a caracterizar el enzima. 

En el primer experimento, con una [E] de 4 nm, encuen- 
tran que la V a es de 1,6 ¡um s”, En base a este experimento, 
¿Cuál es la k „ de la felicidasa*? (Incluya las unidades adecua- 
das.) 

En otro experimento, con una [E] de 1 nm y una [FELIZ] 
de 30 pm, los mvestigadores encuentran que V, = 300 nm s”. 
¿Cuál es la K_ de la felicidasa” para el sustrato FELIZ? (Incluya 
las unidades adecuadas.) 

Investigaciones posteriores indican que el enzima felici- 
dasa* purificado y usado en los dos experimentos anteriores 
estaba contaminado con un inhibidor reversible llamado IRA. 
Cuando IRA se eliminaba con cuidado de la preparación de 
felicidasa* y se repetían los dos experimentos, la V „« medida 
en (a) aumentaba hasta 4,8 ¡um s”, y la XK, medida en (b) pa- 
saba a ser de 15 um. Calcular los valores a y e! para el inhibidor 
IRA. 

En base a la información anterior, ¿Qué tipo de inhibidor 
es IRA? 


12. Aplicación de ia ecuación de Michaelis-Menten IV Se 
encuentra un enzima que cataliza la reacción 

XSY 

Los investigadores encuentran que la K, para el sustrato A es 
4 pm, y que la k „ es 20 min”. 

En uno de los experimentos, [X] = 6 mm y V, = 480 nm min”. 
¿Cuál era la [E,] usada en el experimento? 

En otro experimento, [E] = 0,5 ym, y la V, = 5 ym min”. ¿Cuál 
era la [X] usada en el experimento? 

Se observó que el compuesto Z es un inhibidor competitivo 
muy fuerte del enzima, con una a de 10. En un experimento 
con la misma [E] que en (a), pero con diferente [X], se añade 
una cantidad de Z que reduce V, a 240 nm min”. ¿Cuál es la [X] 
usada en este experimento? 

En base a los parámetros cinéticos anteriores, ¿se puede decir 
que este enzima ha evolucionado hasta la perfección catalí- 
tica? Explique su razonamiento brevemente, usando el pará- 
metro o los parámetros cinéticos que definen la perfección 
catalítica. 


13. Cálculo de Y. y K, por observación Aunque existen 
métodos gráficos para la determinación precisa de Va y K, de 
una reacción catalizada enzimáticamente (véase el Recuadro 
6-1), a veces es posible calcular rápidamente estos valores 
mediante inspección de los valores de V, a [S] crecientes. Cal- 
cule el valor de V a y K„ de la reacción catalizada enzimática- 
mente para la que se obtuvieron los datos siguientes: 
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[SIG V, Gan/min) 
25 x 10% 28 
4,0 x 10+4 40 

1 x 10% 70 

2 x 10? 95 

4 x 10* 112 

i x 104 128 

2 x 10° 139 

1 x 10? 140 


14. Propiedades de un enzima de la síntesis de prosta- 
glandinas Las prostaglandinas son un tipo de icosanoides, 
derivados de ácidos grasos con una variedad de efectos extre- 
madamente potentes en los tejidos de los vertebrados. Las 
prostaglandinas son las responsables de la producción de fie- 
bre e inflamación y su dolor asociado. Provienen del ácido ara- 
quidónico, ácido graso de 20 carbonos en una reacción 
catalizada por el enzima prostaglandina endoperóxido sintasa. 
Este enzima, una cicloxigenasa, utiliza oxígeno para convertir 
el ácido araquidónico en PGG,, precursor inmediato de mu- 
chas prostaglandinas diferentes (la síntesis de prostaglandinas 
se describe en el Capítulo 21). 

(a) Los siguientes datos cinéticos son para la reacción ca- 
talizada por la prostaglandina endoperóxido sintasa. Pres- 
tando atención a las dos primeras columnas, determine la Y, 
y K, del enzima. 


— — — 


HA Velocidad de formación 
[ácido araquidónico] de PGG, con 10mg/ml 
de formación de PGG H 
(mm) (mumin?) - de ibuprofeno 
PA + E 
0,5 23,5 16,67 
1,0 32,2 25,25 
1,5 36,9 30,49 
2,5 41,8 37,04 
3,5 44,0 38,91 as 


(b) El ibuprofeno es un inhibidor de la prostaglandina en- 
doperóxido sintasa. El ibuprofeno reduce la inflamación y el 
dolor mediante la inhibición de la síntesis de prostaglandinas. 
Utilizando los datos de la primera y la tercera columna de la 
tabla, determine el tipo de inhibición que el ibuprofeno ejerce 
sobre la prostaglandina endoperóxido sintasa. 


15. Análisis gráfico de V. y K, Los siguientes datos expe- 
rimentales se recogieron durante un estudio de la actividad 
catalítica de una peptidasa intestinal con el sustrato glicilgli- 
cina: 

Glicilglicina + H,O — 2 glicina 


[SICmw) a > 
15 0,21 
2,0 0,24 
3,0 0,28 
4,0 0,33 
8,0 0,40 
160 045 


A partir de estos datos, determine por análisis gráfico (véase el 
Recuadro 6-1 y su gráfico dinámico asociado) los valores de 
Vax Y K„ para esta preparación enzimática y su sustrato. 


16. Ecuación de Eadie-Hofstee. Existen varias formas de 
transformar la ecuación de Michaelis-Menten para representar 


los datos y obtener los parámetros cinéticos, cada una con dife- 
rentes ventajas según el conjunto de datos que se analiza. La 
ecuación de Lineweaver-Burk, o de los dobles recíprocos, es una 
transformación de la ecuación de Michaelis-Menten. Multipli- 
cando ambos miembros de la ecuación de Lineweaver-Burk por 
Vo. Y reordenando, se obtiene la ecuación de Eadie-Hofstee: 


V, 
Vo = (Ka + Vmax 


[5] 

En la gráfica siguiente se muestra una representación de 
V, frente a V/[S] para una reacción catalizada por un enzima, 
La curva azul se obtuvo en ausencia de inhibidor. ¿Cuál de las 
otras curvas (A, B, o C) muestra la actividad enzimática obte- 
nida cuando se añade un inhibidor competitivo a la mezcla de 
reacción? Pista: Véase la ecuación 6-30. 


Inctinación= 


17. Número de recambio de la carbónico anhidrasa La 
carbónico anhidrasa de los eritrocitos (M, 30.000) tiene uno de 
los números de recambio conocidos más elevado. Cataliza la 
hidratación reversible del CO,: 


H20 + CO» —= H2COs3 


Éste es un importante proceso en el transporte de CO, 
desde los tejidos a los pulmones, Si 10,0 yg de carbónico anhi- 
drasa pura catalizan la hidratación de 0,30 g de CO2 en 1 min 
a 37 °C y a V aw ¿cuál es el número de recambio (k ,) de la 
carbónico anhidrasa (en unidades de min*)? 


18. Deduccción de la ecuación de velocidad de un inhi- 
bidor competitivo La ecuación de velocidad de un enzima 
sujeto a inhibición competitiva es 


Vmaz[5] 
aKm + [S] 


Vo = 


Empezando con una definición nueva del enzima total como 
[E] = [E] + [ES] + [El) 


y las definiciones de a y K, que se proporcionan en el texto, 
obtenga la ecuación anterior. Utilize como guía la deducción 
de la ecuación de Michaelis-Menten. 


19. Inhibición irreversible de un enzima Muchos enzimas 
son inhibidos de manera irreversible por iones de metales pe- 
sados tales como Hg*, Cu” o Ag”, que pueden reaccionar con 
grupos sulfhidrilo esenciales formando mercapturos: 


Enz-SH + Ag* -—— Enz-S-Ag + H* 


La afinidad de Ag* por los grupos sulfhidrilo es tan grande 
que se puede utilizar para valorar grupos —SH de manera 


cuantitativa. A 10,0 mL de una solución que contiene 1,0 mg/ 
mL de un enzima puro, un investigador le añade una cantidad 
suficiente de AgNO3 para inactivar completamente el enzima. 
Hace falta un total de 0,342 zumol de AgNO3. Calcule la masa 
molecular mínima del enzima. ¿Por qué el valor obtenido de 
esta forma sólo da la masa molecular mínima? 


20. Aplicación clínica de la inhibición enzimática 

diferencial El suero sanguíneo humano contiene una 
clase de enzimas denominados fosfatasas ácidas que hidroli- 
zan ésteres fosfato biológicos en condiciones ligeramente áci- 
das (pH 5,0): 


o” 
A + H20 


o” 
R—OH + HO—P—07 


Las fosfatasas ácidas son producidas por los eritrocitos, el hí- 
gado, bazo, riñón y glándula prostática. El enzima de la glán- 
dula prostática es importante en clínica porque un incremento 
de su actividad en la sangre puede ser un indicador de cáncer 
de próstata. La fosfatasa de la próstata es fuertemente inhi- 
bida por el ion tartrato mientras que las fosfatasas ácidas de 
los otros tejidos son insensibles al mismo. ¿Cómo se puede 
utilizar esta información para desarrollar un procedimiento 
específico para medir la actividad fosfatasa ácida de la glán- 
dula prostática en el suero sanguíneo humano? 


21. Inhibición de la carbónico anhidrasa por la 

J acetazolamida La carbónico anhidrasa es fuerte- 
mente inhibida por el fármaco acetazolamida que se utiliza 
como diurético (incrementa la producción de orina) y para 
reducir la presión intraocular excesivamente elevada del glau- 
coma (producida por acumulación de líquido intraocular). La 
carbónico anhidrasa juega un papel importante en estos y en 
otros procesos secretores debido a que participa en la regula- 
ción del pH y del contenido de bicarbonato en una serie de 
fluidos corporales. La curva experimental de la velocidad de 
reacción inicial (dada aquí en forma de porcentaje de ¿E 
frente a [S] para la reacción de la carbónico anhidrasa se ilus- 
tra en la figura (curva superior). Cuando se repite el experi- 
mento en presencia de acetazolamida se obtiene la curva 
inferior. À partir de la inspección de las curvas y de sus cono- 
cimientos de las propiedades cinéticas de los inhibidores enzi- 
máticos competitivos y mixtos, determine la naturaleza de la 
inhibición por la acetazolamida. Explíquelo. 


100 


Sin inhibidor 


50 


V (% of Vina) 


Acetazolamida 


0,2 0,4 0,6 0,8 1 
E[S] (mm) 


22. Efectos de los inhibidores reversibles Obtenga la ex- 
presión que describe el efecto de un inhibidor reversible sobre 
la K „ observada (K. aparente = aK /a”). Empiece con la Ecua- 
ción 6-30 y con la definición de K como la [S] a la que V, = 
V aaa. 
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23. pH óptimo de la lisozima El sitio activo de la lisozima 
contiene dos residuos aminoácidos esenciales para la catálisis: 
Glu% y Asp?. Los valores de pK, de los carboxilos de las cade- 
nas laterales de estos residuos son 5,9 y 4,5, respectivamente. 
¿Cuál es el estado de ionización (protonado o desprotonado) 
de cada residuo a pH 5,2, el pH óptimo de la lisozima? ¿De qué 
modo el estado de ionización de estos dos residuos aminoáci- 
dos puede explicar el perfil de actividad frente al pH de la li- 
sozima que se muestra en la figura? 


100 


50 


Actividad (% del máximo) 


pH 


EE Problema de análisis de datos 


24. Exploración e ingeniería de la lactato deshidroge- 
nasa El examen de la estructura de un enzima genera hipóte- 
sis sobre la relación entre diferentes aminoácidos de la 
estructura y la función de la proteína. Una manera de probar 
estas hipótesis consiste en el uso de la tecnología del DNA re- 
combinante para generar versiones mutadas del enzima y po- 
der examinar la estructura y la función de estas formas 
alteradas. La tecnología usada se describe en el Capítulo 9. 
Un ejemplo de este tipo de análisis es el trabajo de A.R. Clarke 
y colaboradores sobre el enzima lactato deshidrogenasa, publi- 
cado en 1989. La lactato deshidrogenasa (LDH) cataliza la re- 
ducción del piruvato con el NADH para formar lactato (véase 
la Sección 14.3). A continuación se muestra un esquema del 
sitio activo del enzima; el piruvato está en el centro: 


lactato deshidrogenasa 


El mecanisino de reacción es similar al de muchas reduc- 
ciones a cargo del NADH (véase la Fig. 13-24); es aproximada- 
mente el inverso de los pasos Y y @ de la Figura 14-8. El 
estado de transición implica la intervención de un grupo car- 
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borilo fuertemente polarizado en la molécula de piruvato, tal 
como se muestra debajo: 


Una forma mutante de la LDH en la que Arg!” es reempla- 
zada por Gln muestra sólo un 5% de la capacidad de unión a 
piruvato y un 0,07% de la actividad del enzima salvaje. Pro- 
ponga una explicación plausible para los efectos de esta muta- 
ción. 

Una forma mutante de la LDH en la que Arg!” es reempla- 
zada por Lys muestra sólo un 0,05% de la capacidad de unión 
a sustrato de la proteína original, ¿Por qué es sorprendente 
este efecto tan grande? 

En la estructura cristalina de la LDH, el grupo guanidinio 
de la Arg!” y el grupo carboxilo del piruvato están alineados en 


o A e 


una configuración co-planar en “horquilla”. En base a esta ob- 
servación, proponga una explicación plausible para el enorme 
efecto producido por la sustitución de Arg!” por Lys. 

Una forma mutante de la LDH en la que Ile” es reempla- 
zada por Gin reduce la capacidad de unión de NADH. Pro- 
ponga una explicación plausible para este resultado. 

Clarke y sus colegas también se propusieron obtener una 
versión mutante de LDH que uniera oxalacetato en lugar de 
piruvato. Llevaron a cabo una única sustitución, reemplazando 
Gln!” por Arg; El enzima resultante reducía el oxalacetato a 
malato y no lo hacía con el piruvato para pasar a lactato. Ha- 
bían convertido, por tanto, LDH en malato deshidrogenasa. 

Dibuje el sitio activo de esta LDH mutante con el oxalace- 
tato unido. 

¿Por qué este enzima mutante utiliza ahora el oxalacetato 
como sustrato en lugar del piruvato? 

Los autores se sorprendieron de que la sustitución con un 
aminoácido más grande en el sitio activo permitiera la unión 
de un sustrato también mayor. Explique este resultado. 


e mm pa 
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la tierra. Cada año, la fotosíntesis convierte más de 
00.000 millones de toneladas métricas de CO, y 

H,O en celulosa y otros productos vegetales. Ciertos glú- 
cidos (como el azúcar y el almidón) son fundamentales 
en la dieta bumana en la mayor parte del mundo, y la 
oxidación de glúcidos es la principal ruta de obtención de 
energía en la mayoría de las células no fotosintéticas. Los 
polímeros de los glúcidos (también llamados glucanos) 
actúan como elementos estructurales y de protección en 
las paredes celulares de las bacterias y las plantas y en los 


| | os glúcidos son las biomoléculas más abundantes de 


tejidos conjuntivos de los animales. Otros polímeros de - 


glúcidos lubrican las articulaciones óseas y participan en 
el reconocimiento y la adhesión intercelular. Los políme- 
ros complejos de glúcidos, unidos covalentermnente a 
proteínas o lípidos, actúan de señal de localización intra- 
celular o de destino metabólico de estas moléculas híbri- 
das denominadas glucoconjugados. En este capítulo se 
introducen las principales clases de glúcidos y glucocon- 
jugados y se dan algunos ejemplos de los muchos papeles 
estructurales y funcionales que desempeñan. 

Los glúcidos son polihidroxialdehídos o cetonas, 
o bien, sustancias cuya hidrólisis da lugar a estos com- 
puestos. Muchos glúcidos, aunque no todos, poseen la 
fórmula empírica (CH,O),; algunos glúcidos también 
contienen nitrógeno, fósforo o azufre, Existen tres cla- 
ses principales de glúcidos según su tamaño: monosa- 
cáridos, oligosacáridos y polisacáridos (la palabra 
“sacárido” viene del griego sakcharon, que significa 


“azúcar”). Los monosacáridos, o azúcares simples, 
consisten en una sola unidad de polihidroxialdehído o 
cetona. El monosacárido más abundante en la naturale- 
za es la D-glucosa de seis átomos de carbono, a veces 
llamada dextrosa. Los monosacáridos de más de cuatro 
átomos de carbono suelen poseer estructuras cíclicas. 

Los oligosacáridos consisten en cadenas cortas de 
unidades de monosacárido, o residuos, unidas por enla- 
ces glucosídicos característicos. Los más abundantes 
son los disacáridos, formados por dos unidades de * 
monosacárido. El más conocido es la sacarosa, o azúcar 
de caña, formado por los azúcares de seis carbonos 
D-glucosa y D-fructosa. Todos los monosacáridos y disa- 
cáridos comunes tienen nombres que terminan con el 
sufijo “-osa”. La mayor parte de oligosacáridos con tres 
o más unidades de monosacárido no se encuentran 
libres en la célula sino unidos a otro tipo de moléculas 
(lípidos o proteínas) formando glucoconjugados. 

Los polisacáridos son polímeros que contienen 
más de 20 unidades de monosacárido; algunos polisa- 
cáridos constan de centenares o millares de unidades de 
monosacárido. Algunos polisacáridos, como por ejemplo 
la celulosa, son cadenas lineales; otros, tales como el 
glucógeno, están ramificados. Tanto el glucógeno corno 
la celulosa consisten en unidades repetitivas de D-gluco- 
sa, pero difieren en el tipo de enlace glucosídico y, en 
consecuencia, tienen propiedades y funciones biológi- 
cas notablemente diferentes. 
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Los glúcidos más simples, los ionosacáridos, son alde- 
hídos o cetonas, con dos o más grupos hidroxilo; los 
monosacáridos de seis carbonos glucosa y fructosa tie- 
nen cinco grupos hidroxilo. Una gran parte de los áto- 
mos de carbono a los que se unen los grupos hidroxilo 
son centros quirales que dan lugar a los muchos este- 
reoisómeros de los azúcares que se encuentran en la 
naturaleza. La estereoisomería de los azúcares es bioló- 
gicamente significativa porque los enzimas que actúan 
sobre los azúcares son estrictamente estereoespecífi- 
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(a) 
FIGURA 7-1 Monosacáridos representativos. (a) Dos triosas, una 
aldosa y una cetosa, El grupo carbonilo de cada una está sombreado. (b) 
Dos hexosas comunes. (c) Las pentosas que forman parte de los ácidos 


una aldotriosa 


cos, prefiriendo normalmente un estereoisómero al otro 
en tres o más órdenes de magnitud, tal como se refleja 
en los valores de K_ o de las constantes de fijación. Es 
tan difícil encajar un estereocisómero incorrecto del azú- 
car en el sitio de unión del enzima como poner su guan- 
te izquierdo en su mano derecha. 

Empezaremos describiendo las familias de monosa- 
cáridos que tienen entre tres y siete átomos de carbono: 
su estructura y formas estereoisoméricas y cómo se 
representan sobre el papel sus estructuras tridimensiona- 
les. A continuación, discutiremos algunas reacciones quí- 
micas de los grupos carbonilo de los monosacáridos. Una 
de estas reacciones, la adición de un grupo hidroxilo 
dentro de la misma molécula, genera las formas cíclicas 
con un esqueleto de cuatro o más carbonos (que predo- 
minan en disolución acuosa) y da lugar a la aparición de 
un nuevo centro quiral, que incrementa la complejidad 
estereoquímica de estos compuestos. Por tanto, se descri- 
birá con cierto detalle la nomenclatura usada para especi- 
ficar sin ambigúedad la configuración adoptada alrededor 
de cada átomo de carbono en la forma cíclica y la manera 
de representar estas estructuras sobre el papel; esta infor- 
mación será de utilidad para la discusión del metabolismo 
de los monosacáridos en la Parte II. También presentamos 
aquí algunos derivados importantes de los monosacáridos 
que encontraremos en capítulos posteriores. 


Las dos familias de monosacáridos son las aldosas 
y las cetosas 


Los monosacáridos son sólidos incoloros y cristalinos, 
solubles en agua e insolubles en disolventes no polares. 
La mayoría tienen sabor dulce (véase el Recuadro 7-2, p. 
252). El esqueleto de los monosacáridos comunes con- 
siste en una cadena de carbonos sin ramificar en la que 
todos los átomos de carbono están unidos por enlaces 
sencillos. En las formas de cadena abierta, uno de los 
átomos de carbono está unido a un átomo de oxígeno 
por un doble enlace, formando un grupo carbonilo; cada 
uno de los demás átomos de carbono tiene un grupo 
hidroxilo. Si el grupo carbonilo se halla en un extremo de 
ła cadena carbonada, (es decir, en un grupo aldehído) el 
monosacárido recibe el nombre de aldosa; si el grupo 
carbonilo se encuentra en cualquier otra posición, (en 
un grupo cetona) el monosacárido se denomina cetosa. 
Los monosacáridos más sencillos son las dos triosas de 
tres átomos de carbono: el gliceraldehído, una aldotrio- 
sa, y la dihidroxiacetona, una cetosa (Fig. 7-la). 
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nucleicos. La o-ribosa es un componente del ácido ribonucleico (RNA) y 
la 2-desoxi-o-ríbosa es un componente del ácido desoxirribonucieico 
(DNA). 


Los monosacáridos que poseen cuatro, cinco, seis y 
siete átomos de carbono en su cadena carbonada se 
denominan, respectivamente, tetrosas, pentosas, hexo- 
sas y heptosas. Existen aldosas y cetosas para cada una 
de estas longitudes de cadena: aldotetrosas y cetotetro- 
sas, aldopentosas y cetopentosas, y así sucesivamente. 
Las hexosas, entre las que se cuentan la aldohexosa 
p-glucosa y la cetohexosa D-fructosa (Fig. 7-1b) son los 
monosacáridos más comunes en la naturaleza (son los 
productos de la fotosíntesis e intermedios clave en la 
secuencia de reacciones clave que produce energía en 
la mayoría de organismos). Las aldopentosas b-ribosa y 
2-desoxi-p-ribosa (Fig. 7-1c) son componentes de los 
nucleótidos y los ácidos nucleicos (Capítulo 8). 


Les monosacáridos tienen centros asimétricos 


Todos los monosacáridos excepto la dihidroxiacetona 
contienen uno o más átomos de carbono asimétricos 
(quirales) y, por lo tanto, se encuentran en formas iso- 
méricas ópticamente activas (pp. 17-18). La aldosa más 
sencilla, el gliceraldehído, contiene un centro quiral (el 
átomo de carbono central) y tiene, por tanto, dos isóme- 
ros ópticos, o enantiómeros, diferentes (Fig. 7-2). 


>> Convención Clave: Por convención, uno de los dos enan- 
tiómeros del gliceraldehído se denomina isómero D, y el 
otro isómero L. Como ocurre con otras biomoléculas con 
centros quirales, la configuración absoluta de los azúca- 
res se ha determinado por cristalografía de rayos X. 
Para representar sobre el papel la estructura tridimen- 
sional de los azúcares se suelen emplear las fórmulas 
de proyección de Fischer (Fig. 7-2). En estas proyec- 
ciones, los enlaces horizontales se proyectan fuera del 
plano del papel hacia el lector; los enlaces verticales se 
proyectan por detrás del plano del papel alejándose del 
lector. << 


En general, una molécula con n centros quirales 
puede tener 2” estereoisómeros. El gliceraldehído tiene 
2: = 2; las aldohexosas, con cuatro centros quirales, 
tienen 2* = 16 estereoisómeros. Los estereoisómeros de 
los monosacáridos de cada una de las longitudes de 
cadena de átomos de carbono pueden dividirse en dos 
grupos, que difieren entre ellos en la configuración alre- 
dedor del centro quiral más distante del grupo carbo- 
nilo. Aquellos cuya configuración en este carbono de 
referencia sea la misma que en el p-gliceraldehído se 


[ 
i 
CHO | 
| 
| 


CH,0H 
CH,OH 
o 
Modelo de bolas y varillas. 
H—C—0H HO—C—H 


o-Gliceraldehido L-Gliceraldehído 


Fórmulas de proyección de Fisher 
çHo CHO 
H= C OH HO=—C-—=H 


Eon 


o-Gliceraldenido ¡-Gliceraldehido 


Fórmulas de perspectiva 


FIGURA 7-2 Tres modos de representar los dos estereoisómeros del 
gliceraldehído. Los enantiómeros son imágenes especulares uno de otro, 
Los modelos de bolas y varillas muestran la configuración real de las 
moléculas. Recuerde (véase la Fig. 1-19) que en las fórmulas de perpec- 
tiva, el lado ancho de una cuña sólida se proyecta fuera del plano del 
papel, hacia el lector; las cuñas discontinuas apuntan hacia atrás. 


denominan isómeros D, mientras que los que tengan la 
misma configuración que el L-gliceraldehído son los isó- 
meros L. Dicho de otro modo, cuando el grupo hidroxilo 
del átomo de carbono de referencia se halla en el lado 
derecho (dextro) en la fórmula de proyección que tiene 
el carbono carbonílico en el extremo superior, el azúcar 
es un isómero n; cuando está a la izquierda (levo) es un 
isómero L. De las 16 aldohexosas posibles, ocho son D y 
ocho son L. La mayor parte de las hexosas presentes en 
los seres vivos son isómeros D. ¿Por qué son isóimeros 
D? Pregunta interesante sin respuesta. Recuerde que 
todos los aminoácidos presentes en las proteínas son 
exclusivamente de uno de los dos isómeros posibles, el 
L. También se desconoce la base de esta preferencia 
inicial durante la evolución; no obstante, una vez se ha 
seleccionado un isómero, es probable que los enzimas 
evolucionasen reteniendo su preferencia por ese este- 
reoisómero. 

La Figura 7-3 muestra las estructuras de los este- 
reoisómeros D de todas las aldosas y cetosas que tienen 
de tres a seis átomos de carbono. Los átomos de carbo- 
no de un azúcar se numeran empezando por el extremo 
de la cadena más próximo al grupo carbonilo. Cada una 
de las ocho b-aldohexosas, que se diferencian por su 
estereoquímica en los carbonos C-2, C-3 o C-4, posee su 
propio nombre: p-ghucosa, pD-galactosa, D-manosa, etc. 
(Fig. 7-3a). Las cetosas de cuatro y cinco átomos de 
carbono se denominan insertando el infijo "ul” en el 
nombre de la aldosa correspondiente; por ejemplo, la 
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p-ribulosa es la cetopentosa que corresponde a la 
aldopentosa Dp-ribosa. (Veremos la importancia de la 
ribuolosa cuando examinemos la fijación del CO, atmos- 
férico por las plantas verdes en el Capítulo 20). Las 
cetohexosas se nombran de otra forma; por ejemplo, la 
fructosa (del latín fructus, que significa “fruta”; la fruta 
contiene importantes cantidades de este azúcar) y la 
sorbosa (de Sorbus, un género de arbusto de montaña, 
cuyas bayas son ricas en el azúcar relacionado con el 
alcohol sorbitol). Cuando dos azúcares difieren tan sólo 
en la configuración alrededor de un átomo de carbono, 
se denominan epímeros; la p-glucosa y la p-manosa, 
que únicamente difieren en la estereoquímica en C-2, 
son epímeros, lo mismo que la p-glucosa y la p-galactosa 
(que difieren en C-4) (Fig. 7-4). 

Algunos azúcares se encuentran en la naturaleza en 
forma L; como ejemplos tenemos la .-arabinosa y los 
isómeros L de algunos derivados de azúcares que son 
componentes habituales de las glucoconjugados (Sec- 
ción 7.3). 


H e 
H—C—OH 

HOC—H 

dc HE 


CHOH 
L-arabinosa 


Los monosacáridos comunes tienen estructura ciclica 


Hasta ahora, hemos representado las estructuras de 
aldosas y cetosas en forma de cadenas lineales en aras 
de la simplicidad (Figs. 7-3, 7-4). No obstante, las aldo- 
tetrosas y todos los monosacáridos con cinco o más 
átomos de carbono en su cadena suelen encontrarse en 
disolución acuosa en forma de estructuras cíclicas (en 
anillo), en las que el grupo carbonilo ha formado un 
enlace covalente con el oxígeno de un grupo hidroxilo 
perteneciente a la misma cadena. La formación de estas 
estructuras anulares es el resultado de una reacción 
general entre los alcoholes y los aldehídos o las cetonas 
para formar los derivados denominados hemiacetales 
o hemicetales. Se pueden adicionar dos moléculas de 
un alcohol a un carbono carbonílico; el producto de la 
primera adición es un hemiacetal (por adición a una 
aldosa) o un hemicetal (por adición a una cetosa). Si los 
grupos —OH y carbonilo son de la misma molécula se 
forma un anillo de cinco o seis átomos. La adición de la 
segunda molécula de alcohol produce el acetal o cetal 
completo (Fig. 7-5) y el enlace formado es un enlace 
glucosídico. Cuando las dos moléculas que reaccionan 
son ambas monosacáridos, el acetal o cetal formado es 
un disacárido. 

La reacción con la primera molécula de alcohol crea 
un centro quiral adicional (el carbono carbonílico). 
Debido a que el alcohol se puede adicionar de dos for- 
mas diferentes, atacando por “delante” o por “detrás” 
del carbono carbonílico, la reacción puede producir una 
u otra de dos configuraciones estereoisoméricas deno- 
minadas & y 4. Por ejemplo, la D-ghucosa se presenta en 
solución como un hemiacetal intramolecular en el que el 
grupo hidroxilo libre en C-5 ha reaccionado con el C-1 
aldehídico, que se convierte en asimétrico y da lugar a 
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los estereoisómeros designados como a y $ (Fig. 7-6). 
Las formas isoméricas de los monosacáridos que sólo 
difieren en su configuración alrededor del átomo de 
carbono hemiacetálico o hemicetálico se denominas 
anómeros mientras que el átomo de carbono carboníli- 
co se denomina carbono anomérico. 
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FIGURA 7-3 Aldosas y cetosas. Las series de (a) D-aldosas y (b) D-ce- 
tosas que tienen entre tres y seis átomos de carbono se presenta como 
fórmulas de proyección. Los átomos de carbono marcados en rojo son 
centros quirales. En todos estos isómeros p, el carbono quiral más dis- 
tante del carbono carbonílico tiene la misma configuración que ei car- 
bono quiral del b-gliceraldehído. Los azúcares cuyos nombres están 
encuadrados son los más abundantes en la naturaleza; los encontrare- 
mos más tarde en éste y en capítulos posteriores 


Los compuestos con anillos de seis átomos se deno- 
minan piranosas porque son similares al compuesto 
cíclico con un anillo de seis átomos denominado pirano 
(Fig. 7-7). Los nombres sistemáticos de las dos formas 
cíclicas de la n-glucosa son, por tanto, a-D-glucopiranosa 
y B-o-glucopiranosa. Las cetohexosas (tales omo la fruc- 
tosa) se encuentran también como compuestos cíclicos 
en sus formas anoméricas « y 4. En estos compuestos el 
grupo hidroxilo en C-5 (o C-6) reacciona con el grupo 
ceto en C-2, formando un anillo de furanosa (o de pira- 
nosa) que contiene un enlace de tipo hemicetal (Fig. 7-5). 
La p-fructosa forma fácilmente el anillo de furanosa (Fig. 
7-7); la forma anómerica más común de este azúcar tanto 
combinada como en derivados es la £-p-fructofuranosa. 
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FIGURA 7-4 Epímeros. La D-glucosa y dos de sus epímeros se mues- 
tran con fórmulas de proyección, Cada epímero difiere de la D-glucosa 
en la configuración de un solo centro quiral (sombreado en rojo o azul). 
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FIGURA 7-5 Formación de hemiacetales y hemicetales. Un aldehído o 
una cetona pueden reaccionar con un alcohol en relación 1:1 para dar 
lugar, respectivamente, a un hemiacetal o un hemicetal, lo que origina un 
nuevo centro quiral en el carbono carbonílico. La adición de una segunda 
molécula de alcoho da lugar a la formación de un acetal o un cetal, 
Cuando el segundo alcohol! forma parte de otra molécula de azúcar, el 
enlace formado es un enlace glucosídico. 


Las estructuras cíclicas de los azúcares se represen- 


tan de forma más precisa en las fórmulas en perspec- ` 


tiva de Haworth que en las proyecciones de Fischer 
usadas normalmente para las estructuras lineales de los 
azúcares. En las proyecciones de Haworth el anillo de 
seis átomos está inclinado para que su plano sea casi 
perpendicular al del papei con los enlaces más próximos 
al lecttor dibujados más gruesos que los que están más 
lejos, tal como se muestra en la Figura 7-7. 
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FIGURA 7-6 Formación de las dos formas cíclicas de la o-glucosa. 
Cuando el grupo aldehido en C-1 y el grupo hidroxilo en C-S5 reaccionan 
para formar un enlace hermiacetálico, se pueden producir dos estereoisó- 
meros, los anómeros œ y $, que difieren únicamente en la estereoqui- 
mica de! carbono hemiacetálico. La interconversión de los anómeros a y 
p se denomina mutarrotación, 
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FIGURA 7-7 Piranosas y furanosas. Fórmulas de perspectiva de 
Haworth de las formas piranosa de la D-glucosa y furanosa de la D-fruc- 
tosa. Los lados (enlaces) del anillo más cercanos al lector se representan 
con trazos gruesos. Los grupos hidroxilo por debajo del plano del anillo 
en las perspectivas de Haworth se encuentran a la derecha en las pro- 
yecciones de Fischer (compare esta figura con la Fig. 7-6). Como refe- 
rencia se muestran las estructuras del pirano y el furano. 


>> Convención Clave: Para convertir la fórmula de proyec- 
ción de Fischer de cualquier p-hexosa lineal en una. 
fórmula de perspectiva de Haworth que muestra la 
estructura cíclica, dibuje el anillo de seis átomos (cinco 
carbonos y un oxígenos, en la parte superior derecha), 
numere los carbonos en la dirección de las agujas del 
reloj empezando por el carbono anomérico y, a conti- 
nuación, coloque los grupos hidroxilo. Si un grupo 
hidroxilo está hacia la derecha en la proyección de Fis- 
cher, se coloca apuntando hacia abajo (es decir, por 
debajo del plano del anillo) en la perspectiva de Hawor- 
th; si se encuentra a la izqwuierda en la proyección de 
Fischer, se coloca apuntando hacia arriba (es decir, por 
encima del plano) en la perspectiva de Haworth. El 
grupo -CH,OH terminal se proyercta hacia arriba en el 
enantiómero D y hacia abajo en el enantiómero L. El 
hidroxilo del carbono anomérico puede apuntar hacia 
arriba o hacia abajo. Cuando el hidroxilo anomérico de 
una p-hexosa está en el mismo lado del anillo que C-6, 
la estructura es, por definición, 4 mientras que si está 
en el lado opuesto de C-6, la estructura es a. « 
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EJEMPLO PRÁCTICO 7-1 Conversión de la proyección 
de Fischer en fórmulas 
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Dibuje las fórmulas de perspectiva de Haworth para la 
p-manosa y la n-galactosa 
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*CH,0H SCH,0H 
o-Manosa p-Galactosa 


Solución: Las piranosas son anillos de seis carbonos, por 
lo que debe comenzar con estructuras de Haworth de 
seis átomos con el átomo de oxígeno en la parte supe- 
rior derecha. Numere los átomos de carbono en el sen- 
tido de las agujas del reloj, empezando por el carbono 
aldosa. Para la manosa coloque los hidroxilos en C-2, 
C-3 y C-4 por encima, por encima y por debajo, respec- 
tivamente, del anillo (ya que en la proyección de Fis- 
cher se encuentran en el lado izquierdo, izquierdo y 
derecho de la estructura de la manosa). Para la D-galac- 
tosa, los hidroxilos están orientados abajo, encima y 
encima para C-2, C-3 y C-4, respectivamente. El hidroxi- 
lo en C-1 puede estar hacia arriba o hacia abajo ya que 
hay dos configuraciones posibles en este carbono, & o £8. 


EJEMPLO PRÁCTICO 7-2 Dibujo de fórmulas de perspectiva 
~ PAE de Haworth de azúcares isómeros 
Dibuje las fórmulas de perspectiva de Haworth de 
a-D-manosa y FHL-galactosa. 


Solución: La fórmula de perspectiva de Haworth de la 
D-manosa del Ejemplo práctico 7-1 puede tener el grupo 
hidroxilo en C-1 apuntando hacia arriba o hacia abajo. 
Según la Convención Clave, para la forma a, el hidroxilo 
en C-1 apunta hacia abajo cuando C-6 está arriba, tal 
como ocurre con la pb-manosa. 

Para la P-galactosa, utilice la representación de 
Fischer de la D-galactosa (vea el Ejemplo Práctico 7-1) 
para dibujar la representación de Fischer correcta de la 
L-galactosa, la cual es su imagen especular: los hidroxi- 
los en C-2, C-3, C-4 y C-5 se encuentran a la izquierdfa, 
derecha, derecha e izquierda, respectivamente, Ahora 
dibuje la perspectiva de Haworth, un anillo de seis áto- 
mos en el que los grupos sobre C-2, C-3 y C-4 están 
orientados hacia arriba, abajo y abajo, respectivamente 
porque en la representación de Fischer están en el lado 
izquierdo, derecho y derecho. Dado que es la forma $, 
el -OH del carbono anomérico apunta hacia abajo 
(mismo lado que C-5). 


Los anómeros « y ĝ de la D-glucosa se interconvierten 
en solución acuosa mediante un proceso denominado 


mutarrotación, en el que una forma anular (por ej., el 
anómero a) se rompe brevement dando la forma lineal y 
vuelve a cerrarse produciendo el anómero Ø (Fig. 7-6). Así, 
una solución de P-p-glucosa y una solución de e-p-ghucosa 
finalmente forman mezclas idénticas en el equilibrio con 
propiedades ópticas idénticas. Esta mezcla está formada 
por aproximadamente un tercio de a-D-glucosa, dos ter- 
cios de ¡(Ho-glucosa y cantidades muy pequeñas de las 
formas lineal y anular de cinco átomos (glucofuranosa). 
Las fórmulas en perspectiva de Haworth tales como 
las mostradas en la Fig. 7-7, se emplean normalmente 
para representar la estereoquímica de las estructuras 
cíclicas de los monosacáridos. No obstante, el anillo de 
piranosa de seis átomos no es en realidad plano, tal 
como podrían sugerir las perspectivas de Haworth, sino 
que tiende a adoptar una de las dos conformaciones en 
“silla” (Fig. 7-8). Recuérdese del Capítulo 1 (pp. 16-19) 
que dos conformaciones de una molécula son intercon- 
vertibles sin necesidad de proceder a la rotura de nin- 
gún enlace covalente, mientras que dos configuracio- 
nes sólo pueden interconvertirse después de la rotura 
de un enlace covalente. Para interconvertir las configu- 
raciones a y $, ha de romperse el enlace en el que par- 
ticipa el átomo de oxígeno del anillo mientras que la 
Ímnterconversión de las dos formas en silla (que son 
confórmeros) no requiere rotura de enlace y no cambia 
la configuración de ninguno de los carbonos del anillo. 
Veremos más adelante que las estructuras tridimensio- 
nales específicas de las unidades de monosacárido son 
importantes en la determinación de las propiedades 
biológicas y función de algunos polisacáridos. 


Los organismos contienen numerosos derivados 
de las hexosas 


Además de las hexosas simples tales como la glucosa, la 
galactosa y la manosa, existen una serie de derivados de 
los azúcares en los que un grupo hidroxilo del compues- 


Eje Eje 
i CHOH OH 


HO 


OH OH 


(a) Dos posibles conformaciones 


en silla de la 9-o-glucopiranosa 


Eje 
i 


(b) a-o-Glucopiranosa 


FIGURA 7-8 Fórmulas conformacionales de las piranosas. (a) Dos 
formas conformacionales en silla del anillo de la 4-o-glucopiranosa Dos 
confórmeros tales como los mostrados no son fáciuimente interconverti- 
bies; se requiere una incorporación de unos 46 kj de energía por moi de 
azúcar para forzar la interconversión de las formas en silla, Otra confor- 
mación, en “nave” (no mostrada), sólo se observa en derivados con sus- 
tituyentes muy voluminosos. (b) Conformación en silla preferida de la 
ar-D-glucopiranosa. 


to original está reemplazado por otros sustituyentes o 
bien uno de los átomos de carbono se encuentra oxida- 
do en forma de grupo carboxílico (Fig. 7-9). En la 
glucosamina, la galactosamina y la manosamina, el 
grupo hidroxilo en C-2 del compuesto original se halla 
reemplazado por un grupo amino. El grupo amino casi 
siempre está condensado con ácido acético, tal como 
sucede en el caso de la N-acetilglucosamina. Este deri- 
vado de la glucosamina forma parte de muchos políme- 
ros estructurales, entre los que se encuentran los de la 
pared de la célula bacteriana. La sustitución del grupo 
hidroxilo en C-6 de la L-galactosa o la L-manosa por un 
hidrógeno da lugar a L-fucosa y L-ramnosa, respectiva- 
mente. La L-fucosa se encuentra en los oligosacáridos 
complejos de glucoproleínas y glucolípidos; la L-ramno- 
sa se encuentra en los polisacáridos de plantas. 
Cuando el carbono carbonílico (aldehídico) de la 
glucosa se oxida a nivel de carboxilo se produce ácido 
glucónico utilizado en medicina como un contraión ino- 
cuo con el que se administran fármacos cargados positi- 
vamente (tales como la quinina) o iones (por ej., Ca**). 
Otras aldosas dan lugar a otros ácidos aldónicos. La 


Familia de la glucosa 
CHOH 
10) 
H H OH 
OH H 
HO H 
H OH 
¿-o-Glucosa 


H¿0H 
0) 


B-o-Glucosa-6-fostato 


FIGURA 7-9 Algunos derivados dé las hexosas de importancia en 
biología. En los aminoazúcares, un grupo —NH2 reemplaza a uno de las 
grupos —OH de la hexosa original. La sustitución de un —OH por un —H 
da lugar a un desoxiazúcar Obsérvese que los desoxiazúcares mostrados 
aquí se encuentran en la naturaleza en forma de isómeros L. Los azúcares 


B-0-Glucosamina ?  N-Acetil-+-0-glucosamina 
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oxidación del carbono del otro extremo de la cadena (el 
C-6 de glucosa, galactosa o manosa) da lugar al corres- 
pondiente ácido urónico: glucurónico, galacturónico o 
manurónico. Tanto los ácidos aldónicos como los uróni- 
cos forman ésteres intramoleculares estables denomi- 
nados lactonas (Fig. 7-9, abajo a la izquierda). Los áci- 
dos siálicos son una familia de azúcares con el mismo 
esqueleto de nueve carbonos. Uno de ellos, el ácido 
N-acetilneuramínico (a menudo conocido simplemente 
como “ácido siálico”), es un derivado de la N-acetilma- 
nosamina, componente de muchas glucoproteínas y 
g£lucolípidos de la superficie de células animales que 
proporcionan sitios de reconocimiento por otras células 
o proteínas fijadoras de glúcidos. Los grupos ácido car- 
boxílico de estos derivados acídicos de azúcares están 
jonizados a pH 7 y, por tanto, estos compuestos se pue- 
den denominar correctamente como carboxilatos (glu- 
curonato, galacturonato, etc.) 

En la síntesis y metabolismo de glúcidos los inter- 
medios no suelen ser los mismos azúcares, sino sus 
derivados fosforilados. La condensación del ácido fosfó- 
rico con uno de los grupos hidroxilo de un azúcar da 


acidicos contienen un grupo carboxilato, que les confiere una carga 
negativa a pH neutro. La o-glucono-6-lactona se forma a partir de ácido 
glucónico por formación de un enlace éster entre el grupo carboxilato en 
CA y el grupo hidroxilo en C-5 (también denominado carbono 4) del 
pD-gluconato. 
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lugar a un éster fosfato, como, por ejempio, la gluco- de las mismas; en general, las células no poseen trans- 
sa-6-fosfato (Fig. 7-9), primer metabolito de la ruta portadores en la membrana plasmática que permitan el 
mediante la cual la mayoría de organismos oxidan la paso de los azúcares fosforilados. La fosforilación tam- 


glucosa para obtener energía. Los fosfatos de azúcares bién activa a los azúcares para su posterior transforma- 
son relativamente estables a pH neutro y tienen una ción química. Algunos derivados fosforilados importan- 
carga negativa. Uno de los efectos de la fosforilación de tes de los azúcares son componentes de los nucleótidos 


los azúcares en las células es su retención en el interior 


RECUADRO 7-1 MEDICINA Determ 


| 
| 
| 

Tri li 
| ej ej ui 
| 
| 


| La glucosa es el principal combustible del cerebro. 

| Cuando la cantidad de glucosa que llega al cerebro es 

| demasiado baja, las consecuencias pueden ser espan- 

tosas: letargia, coma, lesión cerebral permanente y 
| muerte (véase la Fig. 23-25). Se han desarrollado 
mecanismos hormonales complejos para asegurar que 
la concentración de glucosa en la sangre permanece 
suficientemente elevada (alrededor de 5 mM) para 
satisfacer las necesidades del cerebro, pero no dema- 
siado elevada porque una concentración de glucosa en 
sangre elevada puede tener consecuencias fisiológicas 
graves. 

Los individuos con diabetes mellitus dependiente 
de insulina no producen suficiente insulina, la hormo- 
na normalmente utilizada para reducir la concentra- 
ción de glucosa en sangre. Si no se trata la diabetes la 
concentración de glucosa en sangre puede ser varias 
veces superior a la normal. Se cree que estos elevados 
niveles de glucosa son, al menos, una de las causas de 
las graves consecuencias a largo plazo de la diabetes 
no tratada (fallo renal, enfermedad cardiovascular, 
ceguera y deficiente curación de las heridas) por lo 
que uno de los objetivos de la terapia es proporcionar 
la insulina suficiente (por inyección) para mantener a 
nivel normal la concentración de glucosa en la sangre. 
Con el fin de mantener el equilibrio correcto de ejerci- 
cio, dieta e insulina para cada individuo, se ha de medir 
varias veces al día la concentración de glucosa sanguí- 
¡| nea de modo que se pueda ajustar adecuadamente la 
cantidad de insulina. 

Se puede determinar la concentración de glucosa 
en la sangre y en la orina mediante un ensayo sencillo 
para los azúcares reductores tal como la reacción de 
Fehling que, durante muchos años, se ha utilizado 
como prueba diagnóstica de la diabetes. Las determi- 
naciones modernas requieren tan solo una gota de 
sangre que se coloca sobre un tira de ensayo que con- 
tiene el enzima glucosa oxidasa que cataliza la siguien- 
te reacción: 


glucosa axidasa 


D-Glucosa + O, 
D-Glucono-6-lactona + H,O, 


Un segundo enzima, una peroxidasa, cataliza la 
reacción del H?*0* con un compuesto incoloro que da 
un producto coloreado el cual se cuantifica con un 
fotómetro sencillo que lee la concentración de glucosa 


sanguínea. 


(tratados en el capítulo siguiente). 


nación de la glucosa sanguinea 


aanóstico v el tratamiento de la diabetes 


Dado que la concentración de glucosa en sangre 
cambia con el horario de las comidas y del ejercicio, 
una única medida no refleja necesariamente el prome- 
dio de la glucosa sanguínea durante horas o días por lo 
que pueden pasar desapercibidas elevaciones peligro- 
sas. Se puede evaluar la concentración de glucosa 
media analizando su efecto sobre la hemoglobina, la 
proteína transportadora de oxígeno en los eritrocitos. 
Transportadores presentes en la membrana del eritro- 
cito equilibran las concentraciones de glucosa intrace- 
lular y plasmática de modo que la hemoglobina está 
expuesta constantemente a la glucosa sea cual sea la 
concentración en la sangre. Se produce una reacción 
no enzimática entre la glucosa y los grupos amino pri- 
marios de la hemoglobina (ya sea la Val amino-terminal 
o los grupos s-amino de los residuos de Lys; véase la 
Fig. 1). La velocidad de este proceso es proporcional a 
la concentración de glucosa de modo que la reacción 
puede utilizarse para calcular la concentración de glu- 
cosa sanguínea media durante semanas. La cantidad 
de hemoglobina glucada (GHB) presente en un 
momento dado refleja el promedio de la concentración 
de glucosa sanguínea durante el “tiempo de vida” cir- 
culante del eritrocito (unos 120 días) si bien la concen- 
tración durante las dos últimas semanas antes de la 
prueba es la más importante para dar el valor de GHB. 

La magnitud de la glucación de la hemoglobina 
(así llamada para distinguirla de la glucosilación que es 
la transferencia enzimática de glucosa a una proteí- 
na) se mide clínicamente mediante extracción de la 
hemoglobina de una pequeña muestra de sangre y 
separando electroforéticamente la GHB de la hemoglo- 
bina sin modificar (Fig. 2), basándose en la diferencia 
de carga resultado de la modificación del grupo o gru- 
pos amino. Los valores normales de hemoglobina 
monoglucada son de alrededor del 5% de la hemoglo- 
bina total (correspondiente a una glucosa sanguínea 
de 120 mg/100 mL). Sin embargo, en las personas con 
diabetes no tratada el valor puede llegar hasta el 13% 
que indica una concentración media de glucosa en 
sangre de unos 300 mg /100 mL, lo que es peligrosa- 
mente elevado. Un criterio sobre el éxito de un progra- 
ma individual de terapia con insulina (el espaciamiento 
temporal, la frecuencia i la cantidad de insulina inyec- 
tada) es el del mantenimiento de la HbA1c en valores 
aproximados del 7%. 


Los monosacáridos son agentes reductores 


Los monosacáridos pueden ser oxidados por 
agentes oxidantes relativamente suaves tales 
como el ión cúprico (Cu?) (Fig. 7-10). El carbono 
carbonílico se oxida a grupo carboxílico. La glucosa y 
otros azúcares capaces de reducir iones cúpricos se 
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denominan azúcares reductores; los azúcares se oxi- 
dan dando una mezcla compleja de ácidos carboxílicos. 
Esta propiedad es la base de la reacción de Fehling, un 
ensayo semicuantitativo que indica la presencia de azú- 
cares reductores. Durante muchos años se utilizó este 
procedimiento para la determinación de niveles eleva- 
dos de glucosa en sangre y orina en el diagnóstico de la 


FIGURA 1 La reacción no enzimática de la glucosa con un grupo amino primario de la hemoglobina empieza con @ formación de una base de 
Schiff, la cual @ experimenta el reordenamiento que genera un producto estable; © esta cetoamina puede continuar su ciclación dando GHB. o | | 
Reacciones posteriores generan los productos finales de la glucación avanzada (AGE) tales como e -N-carboximetil-lisina y metilglioxa!, compues- 
tos que O pueden dañar otras proteínas a! entrecruzarse con ellas lo que da lugar a cambios patológicos. O El receptor de AGE (RAGE), activado | 
por ÁGE, estimula efectos posteriores, entre ellos la inflamación. - 


HOCH, 
OH ñ 
HO Hemoglobina 
H OH 


Eh | Glucosa 


©! (Gm) 


Entrecruzamiento de proteinas RAGE 
|“? p? y? 


Lesión en los riñones, retinas, sistema cardiovascular 


En la reacción de glucación de la hemoglobina, el 
primer paso (formación de una base de Schiff) va 
seguido de una serie de reordenamientos, oxidaciones 
y deshidrataciones de la porción glucídica que da lugar 
a una mezcla heterogénea de AGE (del inglés advan- 
ced glycation end products). Estos productos pueden 
abandonar el eritrocito y formar entrecruzamientos 
covalentes entre proteínas que interfieren con la fun- 
ción normal de las proteínas (Fig. 1). La acumulación 
de concentraciones relativamente elevadas de AGE en 
personas con diabetes puede, por entrecruzamiento de 
proteínas importantes, ser causa de las lesiones de 
riñones, retinas y sistema cardiovascular que son carac- 
terísticas de la enfermedad. Este proceso patogénico 
constituye una diana potencial para la acción medica- 
mentosa. Los AGE también actúan a través de recepto- 
res transmembrana de AGE, o RAGE, que desencade- 
nan la respuesta inflamatoria asociada con la diabetes. 
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de analito. 0,0 0,1 17.682 | 
Ala 0,4 0,30 8.051 
Alb 1,0 0,45 19.267 
Aic 5,9 1,10 110.946 
AO 92,6 1,56 1.727.669 
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FIGURA 2 Patrón de hemoglobina (detectado por su absorción a 
415 nm) después de la separación electroforética de tas formas no 
glucada (AO) y mononoglucada (Alc) en un capilar de vidrio. La 
integración de las áreas debajo de los picos permite calcular la canti- 
dad porcentual de GHB (AbAlc) respecto a la hemoglobina total. 
Aquí se muestra el perfil de un individuo con un nivel normal de 


0 0,5 1,0 15 2,0 
Tiempo de migración (min) 
HbAlc (5,9%). 


252  Glúcidos y glucobiología 


diabetes mellitus. Hoy en día, se utilizan métodos más 
sensibles en los que se utiliza un enzima inmovilizado 
sobre una tira de ensayo; necesitan una sola gota de 
sangre (Recuadro 7-1), Y 


Los disacáridos contienen un enlace glucosídico 


Los disacáridos (tales como la maltosa, la lactosa y la 
sacarosa) están formados por dos monosacáridos unidos 
covalentemente mediante un enlace O-glucosídico, 
que se forma cuando un grupo hidroxilo de un azúcar, 
normalmente cíclico, reacciona con el carbono anoméri- 
co del otro (Fig. 7-10). Esta reacción da lugar a la forma- 
ción de un acetal a partir de un hemiacetal (tal como la 
glucopiranosa) y un alcohol (un grupo hidroxilo de una 
segunda molécula de azúcar) (Fig. 7-5). El compuesto 
resultante se denomina glucósido. Los enlaces glucosídi- 
cos se hidrolizan con facilidad por acción de ácidos pero 
son resistentes a la hidrólisis básica. Por lo tanto, los 
disacáridos pueden hidrolizarse para dar lugar a sus 
componentes monosacáridos por ebullición en un medio 
que contenga ácido diluído. Los enlaces N-glucosídi- 
cos unen el carbono anomérico de un azúcar y un átomo 
de nitrógeno en las glucoproteínas (véase la Fig. 7-30) y 
los nucleótidos (véase la Fig. 8-1). 

La oxidación de un azúcar por iones cúpricos (la 
reacción que define a los azúcares reductores) tiene 
lugar solamente en la forma lineal, que está en equilibrio 
con la forma o formas cíclicas. Cuando el carbono 
anomérico participa en un enlace glucosídico (es decir, 
cuando el compuesto es un acetal o cetal completo; 
véase la Fig. 7-5) se impide la interconversión entre las 
formas lineales y cíclicas mostradas en la Figura 7-6, 
Dado que el carbono carbonílico sólo puede ser oxidado 
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FIGURA 7-10 Formación de maltosa. Un disacárido se forma a partir 
de dos monosacáridos (en este caso, dos moléculas de o-glucosa) 
cuando un -OH (aicohol) de una molécula de monosacárido (derecha) 
se condensa con el hemiacetal intramolecular de otra molécula 
(izquierda), con eliminación de H,O y formación de un enlace glucosí- 
dico. La reacción inversa es la de hidrólisis (ataque del enlace glucosí- 
dico por parte de H,O}. La molécula de maltosa, mostrada aqui, retiene 
un hemiacetal reductor en el C-3 no implicado en el enlace glucosídico, 
Como la mutarrotación interconvierte las formas a y 3 del hemiacetal, a 
menudo, los enlaces en esta posición se representan con líneas ondula- 
das para indicar que ta estructura puede ser tanto œ como fi. 


cuando el azúcar se encuentra en la forma lineal la for- 
mación de un enlace glucosídico transforma el azúcar 
en no reductor. Al describir disacáridos o polisacáridos, 
el extremo de una cadena que contiene un carbono 
anomérico libre (es decir, aquél que no establece un 
enlace glucosídico) se suele conocer como extremo 
reductor. 

El disacárido maltosa (Fig. 7-10) contiene dos resi- 
duos de p-glucosa unidos mediante un enlace glucosídi- 
co entre el C-1 (el carbono anomérico) de un residuo de 
glucosa y el C-4 de otro. La maltosa es un disacárido 
reductor porque mantiene un carbono anomérico libre 
(el C-1 del residuo de glucosa situado a la derecha en la 
Fig. 7-10). La configuración del átomo de carbono 
anomérico del enlace glucosídico es «a. El residuo de 
glucosa con un carbono anomérico libre puede existir 
tanto en la forma piranosa œ- como en la A. 


>> Convención Clave: Deben seguirse algunas reglas con el 
fin de poder denominar sin ambigiiedades disacáridos 
reductores en especial los oligosacáridos más complejos. 
Por convención, el nombre describe el compuesto escrito 
con su extremo no reductor a la izquierda mientras que el 
nombre “se construye” siguiendo el siguiente orden. (1) 
Se da la configuración (a o (4) del átomo de carbono 
anomérico que une la primera unidad de monosacárido 
(izquierda) con la segunda. (2) Se nombra el residuo no 
reductor; para distinguir entre estructuras con anillos de 
cinco o seis átomos, se inserta el infijo “furano” o “pirano” 
en el nombre. (3) Los dos átomos de carbono unidos por 
el enlace glucosídico se indican entre paréntesis, con una 
flecha que conecta los dos números; por ejemplo, (14) 
indica que el C-1 del primer residuo de azúcar se une al 
C-4 del segundo. (4) Se nombra el segundo residuo. Si 
existe un tercer residuo, se describe a continuación el 
segundo enlace glucosídico siguiendo las mismas conven- 
ciones. (Para hacer más corta la descripción de un polisa- 
cárido complejo se utilizan a menudo abreviaturas de 
tres letras o símbolos coloreados para cada monosacári- 
do tal como se muestra en la Tabla 7-1). Siguiendo esta 
convención para la nomenclatura de los oligosacáridos, 
la maltosa es la a-D-ghicopiranosil-(1—-4)-D-glucopira- 
nosa. Puesto que la mayor parte de los azúcares que 
encontraremos en este libro son enantiómeros de la 
serie D y la forma piranosa es predominante entre las 
hexosas, en general emplearemos una versión reducida 
del nombre formal de este tipo de compuestos, en la que 
se especifica la configuración del carbono anomérico y 
cuáles son los átomos de carbono unidos por el enlace 
glucosídico. En esta nomenclatura abreviada, la maltosa 
es Glc(a1—-4) Gic. «« 


El disacárido lactosa (Fig. 7-11), que da lugar a 
D-galactosa y D-glucosa por hidrólisis, se encuentra en la 
leche. El carbono anomérico del residuo de glucosa 
puede ser oxidado y la lactosa es, por tanto, un disacári- 
do reductor. Su nombre abreviado es Gal(91—-4)Glc. El 
enzima lactasa —ausente en los individuos con intoleran- 
cia a la lactosa- empieza el proceso digestivo en el intes- 
tino delgado rompiendo el enlace (41—-4) de la lactosa 
y dando monosacáridos que se absorben en el intestino 
delgado. La lactosa, al igual que otros disacáridos, no se 
absorbe en el intestino delgado y, en los individuos con 
intolerancia a la lactosa, pasa al intestino grueso. Alí, 


TABLA 7-1 Símbolos y abreviaturas 


de monosacáridos comunes 
y de algunos de sus derivados 


Abecuosa Abe Ácido glucurónico 8 GICA 
Arabinosa Ara Galactosamina O GalN 
Fructosa Fru  Glucosamina M GIcN 
Fucosa A Fuc N-Acetilgalactosamina m GalNAc 


Galactosa O Gal N-Acetilghlucosamina ME GicNAc 


Glucosa € Gle Ácido idurónico 9 IdoA 
Manosa 0 Man Ácido murámico Mur 

| Ramnosa Rha Ácido Mur2Ac 
| N-acetilmurámico 

| Ribosa Rib Ácido 

- Xilosa dr Xy N-acetilneuramínico 4 Neu5Ac 


| (ácido siálico) IDA 


Nota: En una convención utilizada frecuentemente, las hexosas se 


representan como circulos, las N-acetilhexosaminas como cuadrados y 
las hexosaminas como cuadrados divididos por una diagonal. Todos los 
azúcares con la configuración “gluco” son azules, los de la configuración 


“galacto” son amarillos y los azúcares “mano” son verdes. Se 


añadir otros sustituyentes a medida que se necesiten: sulfato (S), fosfato 


(P), O-acetil (OAc) u O-metil (OMe). 


Lactosa (forma Y) 
f£-0-galactopiranosil-(1—4)-8-o-glucopiranosa 
Gak(8l4JGlc 


$CH¿0H 


Sacarosa 
$-o-fructofuranosil a-D-glucopiranósido 
Fu(2B8ralNGic = Glclate28)Fru 


$CH,0H 


Trehalosa 
C(a-o-glucopiranosil a-D-glucopiranósido) 
GictaletaJGlc 


FIGURA 7-11 Algunos disacáridos comunes. Al igual que en el caso 
de la maltosa de la Figura 7-10, se representan en perspectivas de 
Haworth Se muestran los nombres comunes, los nombres sistemáti- 
cos completos y sus abreviaturas para cada disacárido. La nomencia- 
tura formal de ta sacarosa nombra a la glucosa como glucósido origi- 
nal aunque, se dibuja típicamente en la forma mostrada en la que la 
glucosa se halla a la izquierda. 
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elaumento de la osmolaridad debido a la lactosa disuelta 
se opone a la absorción de agua desde el intestino al 
torrente circulatorio, lo que produce excrementos líqui- 
dos poco ligados. Además, la fermentación de la lactosa 
por las bacterias intestinales produce grandes cantida- 
des de CO2, lo que lleva a hinchazón, rampas y gas 
asociados a la intolerancia a la lactosa. 

La sacarosa es un disacárido de glucosa y fructosa. Se 
sintetiza en plantas, pero no en animales. Al contrario que 
la maltosa y la lactosa, la sacarosa no contiene ningún car- 
bono anomérico libre; los carbonos anoméricos de las dos 
unidades monosacáridas se encuentran formando el enla- 
ce glucosídico (Fig. 7-11). Por tanto, la sacarosa es un 
azúcar no reductor y su resistencia a la oxidación hace que 
sea una molécula adecuada para el almacenamiento y 
transporte de energía en las plantas. En la nomenclatura 
abreviada, una doble flecha conecta los símbolos que espe- 
cifican los carbonos anoméricos y sus configuraciones. Así, 
el nombre abreviado de la sacarosa es indistintamente 
Gle(a1+25Fru o Fru(24+a1)Gle. La sacarosa en un pro- 
ducto intermedio principal de la fotosíntesis; en muchas 
plantas constituye la forma principal para el transporte de 
azúcar desde las hojas a otras partes de la planta. 

La trehalosa, Glc(a1+la)JGie (Fig. 7-11), es un 
disacárido de D-glucosa y, al igual que la sacarosa, es un 
azúcar no reductor. La trehalosa es un constituyente 
principal del fluído circulante (hemolinfa) de los insec- 
tos, con papel de reserva energética. 

La lactosa confiere a la leche su sabor dulce y la 
sacarosa, por supuesto, es el azúcar de mesa. La treha- 
losa también se utiliza como edulcorante. En el Recua- 
dro 7-2 se explica de que modo los humanos detectan la 
dulzor y cómo actúan los edulcorantes artificiales tales 
como el aspartamo. 


RESUMEN 7.1 Monosacáridos y disacáridos 


E Los azúcares (también llamados sacáridos) son 
compuestos que contienen un grupo aldehído o cetona 
y dos o más grupos hidroxilo. 


MM Los monosacáridos generalmente contienen varios 
carbonos quirales y, por tanto, existen en diversas formas 
estereoquímicas, que se pueden representar sobre el papel 
según la proyección de Fischer. Los epímeros son azúcares 
que difieren en configuración en un solo átomo de carbono 


E Por lo general los monosacáridos forman hemiaceta- 
les y hemicetales internos en los que el grupo aldehído o 
cetona se une con un grupo hidroxilo de la misma molé- 
cula creando una estructura cíclica; esto se puede repre- 
sentar mediante una fórmula de perspectiva de Hawor- 
th. El átomo de carbono que se encontraba originaria- 
mente en el grupo aldehído o cetona (el carbono anomé- 
rico) puede adoptar una de las dos configuraciones, a y 
8, que son interconvertibles por mutarrotación. En la 
forma lineal del monosacárido, que está en equilibrio con 
las formas cicladas, el carbono anomérico se oxida fácil- 
mente convirtiendo el compuesto en un azúcar reductor. 


E Un grupo hidroxilo de un monosacárido puede reac- 
cionar con el carbono anomérico de un segundo mono- 
sacárido formando un acetal denominado ghucósido. En 
este disacárido, el enlace glucosídico protege al carbono 
anomérico de la oxidación convirtiéndolo en un azúcar 
no reductor. 


254 


Glúcidos y glucobiología 


RECUADRO 7-2 


El sabor dulce es uno de los cinco sabores básicos que 
pueden notar los humanos (Fig. 1); los restantes son 
ácido, amargo, salado y umami. El sabor dulce es 
detectado por receptores proteicos de la membrana 
plasmática de las células gustatorias de la superficie 


El azúcar es dulce, Der 


launas otras cosas tambien 


pales en muchos organismos. Los azúcares más senci- 
llos, entre ellos la sacarosa, glucosa y fructosa tienen 
sabor dulce, aunque existe otra clase de compuestos 
que también se unen a los receptores del sabor dulce: 
los aminoácidos glicina, alanina y serina son ligera- 


de la lengua. En los humanos, dos genes muy relacio- 
nados (TIR2 y TIRS) codifican los receptores del 


dulzor (Fig. 2). Cuando una molécula con la estructu- me Glucosa 
ra compatible se une a estos receptores en el dominio Aspartamo  Sacarosa 
extracelular de una célula gustatoria, desencadena Sucralosa Fructosa 


una serie de acontecimientos en la célula (incluida la 
activación de una proteína fijadora de GTP; véase la 
Fig. 12-16) que generan una señal eléctrica al cerebro 

| que se interpreta allí como “dulce”. Durante la evolu- 
ción ha habido, probablemente, una selección hacia la 
capacidad de saborear compuestos que se encuentran 

| en alimentos que contienen nutrientes importantes 
| tales como los glúcidos que son combustibles princi- 


=. 


Brazeína 
“e” 


` 


Proteina de unión de GTP 
(activa) 


Proteína de unión de GTP 
(inactiva) 


FIGURA 2 Receptor de las sustancias con sabor dulce, con sus regiones 
de interacción (flechas cortas) en el que se indican diversos compuestos 
de sabor dulce. Cada receptor tiene un dominio extracelular, un dominio 
rico en cisteína (CRD) y un dominio de membrana con varias hélices 
transmembrana, una característica común de los receptores de señales 
Los edulcorantes artificiales se unen sólo a uma de las dos subunidades 
del receptor; los azúcares naturales se unen a las dos. Véase el Capítuto 1, 
Probiema 16 para las estructuras de muchos de estos edulcorantes artifi- 
ciales. [Fuente: Información de F. M. Assadi-Porter et al, ) Mol Biol. 
398:584, 2010, Fig. 1.) 


FIGURA 1 Un estímulo potente para los receptores del sabor 
dulce. [Fuente: David Cook/blueshifistudios/Alamy. ] 


MM Los oligosacáridos son polímeros cortos de varios 


monosacáridos unidos por enlaces glucosídicos. En un Homopolisacáridos Heteropolisacáridos 
extremo de la cadena, el extremo reductor, se encuen- No ramificados  Ramificados Dos Múltiples 
tra una unidad monosacárida cuyo carbono anomérico tipos tipos de 


monómeros, 
ramificados 


no está formando un enlace glucosídico. de monómero, 
no ramificados 


E La nomenclatura común de los di- u oligosacáridos "3 ] 
especifica el orden de las unidades monosacáridas, la 

configuración en cada carbono anomérico y los átomos 
de carbono que forman el o los enlaces glucosídicos. 


7.2 Polisacáridos | 


La mayoría de glúcidos naturales se encuentran en 
forma de polisacáridos, polímeros de medio a alto peso 
molecular (M, >20.000). Los polisacáridos, denomina- 
dos también glucanos, difieren entre sí en la naturaleza 
de sus unidades monoméricas repetitivas, en la longitud 
de sus cadenas, en los tipos de enlace que se forman 
entre las unidades y en su grado de ramificación. Los 
homopolisacáridos contienen un único tipo de monó- 
mero; los heteropolisacáridos contienen dos o más 
tipos diferentes (Fig. 7-12). Algunos homopolisacári- 
dos son formas de almacenamiento de monosacáridos 


FIGURA 7-12 Homopolisacáridos y heteropolisacáridos. Los poli- 
sacáridos pueden estar compuestos por uno, dos o varios monosa- 
cáridos diferentes y formar cadenas lineales o ramificadas de longitud 
diversa. 


mente dulces e inocuos; el nitrobenceno y el etilengli- 
col tienen un fuerte sabor dulce pero son tóxicos. 
(Véase el Recuadro 18-2 sobre un notable misterio 
médico producido por envenenamiento con etilengli- 
col.) Diversos productos naturales son extraordinaria- 
mente dulces: el esteviósido, un derivado de azúcar 
aislado de la planta Stevia rebaudiana Berton, es 
varios centenares de veces más dulce que una canti- 
dad equivalente de sacarosa (azúcar de mesa) y la 
pequeña proteína brazeina (54 aminoácidos), aislada 
de los frutos de la parra Oubli (Pentadiplandra bra- 
zzeana Baillon) del Gabón y Camerún, es 17.000 veces 
más dulce, en términos molares, que la sacarosa. Pro- 
bablemente el sabor dulce de los frutos favorece su 
consumo por los animales, los cuales dispersan segui- 
damente las semillas de modo que pueden crecer nue- 
vas plantas. 

Existe un gran interés en el desarrollo de edulco- 
rantes artificiales como ayuda para la pérdida de 
peso, compuestos que confieren un sabor dulce a los 
alimentos sin añadir las calorías presentes en los azú- 
cares. El edulcorante artificial aspartamo demuestra 
la importancia de la esteroquímica en biología (Fig. 
3). Según ım modelo sencillo de unión al receptor del 
sabor dulce, en la unión participan tres sitios en el 
receptor: AH*, B- y X. El sitio AH* contiene algún 
grupo (un alcohol o amina) que puede formar un 
puente de hidrógeno con una carga negativa parcial, 
tal como un oxígeno carbonílico, de la molécula de 
edulcorante; el ácido carboxílico del aspartamo con- 
tiene un oxígeno de este tipó. El sitio B- contiene un 
grupo con un oxígeno parcialmente negativo disponi- 
ble para formar un enlace de hidrógeno con un átomo 


que se usan como combustible biológico; el almidón y el 
glucógeno son homopolisacáridos de este tipo. Otros 
homopolisacáridos (como por ejemplo la celulosa y la 
quitma) actúan como elementos estructurales en las 
paredes celulares de plantas y en el exoesqueleto de 
algımos animales. Los heteropolisacáridos proporcionan 
soporte extracelular a organismos de todos los reinos. 
Por ejemplo, la capa rígida de la envoltura de la célula 
bacteriana (el péptidoglucano) está compuesta, en 
parte, por un heteropolisacárido formado por dos unida- 
des alternantes de monosacáridos (véase la Fig. 6-28). 
En los tejidos animales, el espacio extracelular se 
encuentra ocupado por diversos tipos de heteropolisa- 
cáridos, que forman una matriz que mantiene unidas a 
las células individuales y proporciona protección, forma 
y soporte a células, tejidos y órganos. 

A diferencia de las proteínas, los polisacáridos no 
suelen tener masas moleculares definidas. Ello se debe 
a los diferentes mecanismos de formación de los dos 
tipos de polímeros. Tal como se verá en el Capítulo 27, 
las proteínas se sintetizan a partir de un molde (RNA 
mensajero), de secuencia y longitud definidas, por 
acción de enzimas que copian el molde con fidelidad. No 
hay molde para la síntesis de polisacáridos; en lugar de 
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parcialmente positivo de la molécula edulcorante, tal 
como el grupo amino del aspartamo. El sitio X está 
orientado perpendicular a los otros dos grupos y 
puede interaccionar con una zona hidrofóbica de la 
molécula edulcorante, tal como el anillo bencénico 
del aspartamo. 
Cuando el emparejamiento estérico es correcto, 
tal como sucede en la parte izquierda de la Figura 3, 
se estimula el receptor del sabor dulce y la señal “dul- 
zor” es conducida al cerebro. Cuando el empareja- 
miento no es correcto, tal como sucede en la parte 
derecha de la Figura 3, no se estimula el receptor del 
sabor dulce; de hecho, en este caso, se estimula otro 
receptor (del gusto amargo) por el estereoisómero 
“equivocado” del aspartamo. Realmente, ¡la estereoi- 
somería es importante! 


Sabor dulce Sabor amargo D,- o (R,S)- 
Aspartamo 


FIGURA 3 Base estereoquímica del sabor de los dos isómeros del 
aspartamo. [Fuente: Información de http://chemistry.elmhurst.edu/ 
vchembook/549receptor.html, O Charles E. Ophardt, Elmhurst College. ] 
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ello, el programa para la síntesis de polisacáridos 
depende tan solo de los enzimas que catalizan la polime- 
rización de las unidades monoméricas, y no hay un 
punto específico para la finalización del proceso de 
síntesis; así, los productos son de longitud variable. 


Algunos homopolisacáridos son formas 
de almacenamiento de combustible 


Los polisacáridos de reserva más importantes son el 
almidón de las células vegetales y el glucógeno de las 
células animales. Ambos polisacáridos se encuentran en 
el interior de la célula formando agregados o gránulos. 
Las moléculas de almidón y glucógeno están muy hidra- 
tadas porque tienen muchos grupos hidroxilo expuestos 
que pueden formar enlaces de hidrógeno con el agua. 
La mayor parte de las células vegetales tienen capaci- 
dad para sintetizar almidón (véase la Fig. 20-5), pero el 
almacenamiento de este compuesto es especialmente 
abundante en tubérculos (tallos subterráneos), tales 
como la patata, y en las semillas, 

El almidón contiene dos tipos de polímero de gluco- 
sa, la amilosa y la amilopectina (Fig. 7-13). La amilosa 
consiste en cadenas largas y sin ramificar de residuos de 
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$CH¿0H CHOH 
HZH 
Extremo no A Extremo 
H OH 
(a) Amilosa 
Punto 
de ramificación 
Ramificación (ad—6) 
Amilopectina Amilosa 
Extremos 
Extremos reductores 
no reductores 
Cadena puntos de 
a ramificación 
principa 
(b) (c) (a—6) 


FIGURA 7-13 Glucógeno y almidón. (a) Un pequeño fragmento de 
amilosa, un polímero lineal de residuos de o-glucosa unidos por enlaces 
(a-—4), Cada cadena puede contener varios miles de residuos de D-glu- 
cosa. La amilopectina presenta segmentos de residuos unidos de forma 
similar entre los puntos de ramificación. El glucógeno tiene la misma 
estructura básica pero está más ramificado que la amilopectina. (b) Un 
punto de ramificación (al—6) del glucógeno o de la amilopectina. (c) 
Un agregado de amilosa y amilopectina del tipo que podría encontrarse 


p-glucosa conectadas por enlaces (al—4) (al igual que 
en la maltosa). Estas cadenas oscilan entre una masa 
molecular de unos pocos miles a más de un millón. La 
amilopectina también posee una elevada masa molecular 
(hasta 200 millones), pero a diferencia de la amilosa, está 
muy ramificada. Los enlaces glucosídicos que unen resi- 
duos sucesivos de glucosa en las cadenas de amilopectina 
son del tipo (œa— 4}; los puntos de ramificación (presen- 
tes cada 24 a 30 residuos) son enlaces (a:1—-6). 

El glucógeno es el polisacárido de reserva más 
importante en las células animales. Al igual que la amilo- 
pectina, el glucógeno es un polímero con subunidades 
de glucosa unidas por enlaces (a1—4) y con ramifica- 
ciones del tipo (a1—6), pero el glucógeno está más 
ramificado (de media, cada 8 a 12 residuos) y es más 
compacto que el almidón. El glucógeno es especialmen- 
te abundante en el hígado, donde puede llegar a repre- 
sentar el 7% de su peso; también se encuentra en el 
músculo esquelético. En los hepatocitos el glucógeno 
está en forma de gránulos de gran tamaño (véase la Fig. 
15-26) que son agrupaciones de gránulos más pequeños, 
compuestos por moléculas individuales de glucógeno 
altamente ramificadas con una masa molecular de varios 
millones. Los grandes gránulos de glucógeno también 
contienen, íntimamente unidos, los enzimas responsa- 
bles de su síntesis y degradación (véase la Fig. 15-42). 

Puesto que cada rama de glucógeno termina con un 
azúcar no reductor, una molécula de glucógeno con n 
ramas tiene n+1 extremos no reductores, pero única- 
mente un extremo reductor. Cuando el glucógeno se 
emplea como fuente de energía, las unidades de glucosa 
son eliminadas de una en una de los extremos no reduc- 


en los gránulos de almidón. Las cadenas de amilopectina (en negro) for- 
man una estructura de doble hélice entre sí o con cadenas de amilosa 
ĉen azub. La amilopectina tiene frecuentes puntos de ramificación 
(a1—6) (en rojo). Los residuos de glucosa en los extremos no reducto- 
res de las ramificaciones externas se eliminan enzimáticamente durante 
la movilización del almidón para la producción de energía. El glucógeno 
tiene una estructura similar, pero se encuentra más ramificado y es más 
compacto. 


tores. Los enzimas degradativos que actúan solamente 
sobre los extremos no reductores pueden actuar simul- 
táneamente en muchas ramas, aumentando la velocidad 
de conversión del polímero en monosacáridos. 

¿Por qué razón la glucosa no se almacena en forma 
monomérica? Se ha calculado que el glucógeno almace- 
nado en los hepatocitos equivale a una concentración 
de glucosa de 0,4 m. En cambio, la concentración de 
glucógeno, que es insoluhle y contribuye poco a la 
osmolaridad del citosol, es de aproximadamente 0,01 
24M. Si el citosol contuviera una disolución de glucosa 
0,4 M, la osrnolaridad de la célula sería peligrosamente 
elevada, lo que provocaría la entrada osmótica de agua 
que podría ocasionar la ruptura de la célula (véase la 
Fig. 2-13). Además, con una concentración intracelular 
de glucosa de 0,4 M y una concentración externa de 
aproximadamente 5 mM (concentración en la sangre de 
los mamíferos), la variación de energía libre para la cap- 
tación celular de glucosa contra este altísimo gradiente 
de concentración sería excesivamente elevada. 

Los dextranos son polisacáridos de poli-D-ghucosa 
unida por enlaces (a1—6), presentes en bacterias y 
levaduras; todos tienen ramificaciones (al —-3) y algu- 
nos también (a1—-2) o (a1—4). La placa dental, produ- 
cida por las bacterias que crecen en la superficie de los 
dientes, es rica en dextranos que son adhesivos y permi- 
ten que las bacterias se unan a los dientes y entre sí. Los 
dextranos también constituyen una fuente de glucosa 
para el metabolismo bacteriano. Los dextranos sintéti- 
cos son componentes de diversos productos comerciales 
(por ejemplo, el Sephadex) utilizados en el fracciona- 
miento de proteínas por cromatografía de exclusión 
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Unidades de D-glucosa unidas por enlaces ($1 —-4) 


FIGURA 7-14 Celulosa. Dos unidades de una cadena de celulosa; los 
residuos de D-glucosa están unidos por enlaces (1—4). Las estructuras 
de silla rígida pueden presentar movimiento de rotación entre ellas. 


molecular (véase la Fig. 3-17b). En estos productos los 
dextranos están entrecruzados químicamente para for- 
mar materiales insolubles de diferente porosidad. 


Algunos homopolisacáridos tienen función estructural 


La celulosa, una sustancia fibrosa, resistente e insoluble 
en agua, se encuentra en las paredes celulares de plantas, 
en particular en cañas, tallos, troncos y en todos los teji- 
dos vegetales leñosos. La celulosa constituye una gran 
parte de la masa de la madera, y el algodón es celulosa 
casi pura. Al igual que la amilosa la celulosa es una molé- 
cula lineal no ramificada formada por unas 10.000 a 
15.000 unidades de p-glucosa. Pero hay una diferencia 
muy importante: los residuos de glucosa de la celulosa 
tienen configuración 8 (Fig. 7-14), mientras que en la 
amilosa la glucosa se encuentra en configuración a. Los 
residuos de glucosa de la celulosa están unidos por enla- 
ces glucosídicos (81-—4), a diferencia de los enlaces 
(al—4) de la amilosa. Esta diferencia hace que las molé- 
culas individuales de celulosa y amilosa se plieguen en el 
espacio de manera diferente dándoles estructuras y pro- 
piedades físicas muy diferentes (véase más adelante). La 
naturaleza dura y fibrosa de la celulosa la hace útil en 
productos comerciales tales como el cartón y material de 
aislamiento siendo, además, un componente principal del 
algodón y tejidos de lino. La celulosa también es el mate- 
rial de partida para la síntesis del celofán, rayón y lyocell. 

El glucógeno y el almidón que se ingieren con la 
dieta son hidrolizados por a-amilasas y glucosidasas, 
enzimas contenidos en la saliva y en el intestino que rom- 
pen enlaces glucosídicos (a1—4) entre unidades de 
glucosa. La mayoría de animales vertebrados no pueden 
utilizar la celulosa como fuente de energía, porque care- 
cen de un enzima capaz de hidrolizar los enlaces (81 — 4). 
Las termitas pueden digerir fácilmente la celulosa (y, por 
tanto, la madera), pero ello sólo gracias a que en su trac- 
to intestinal se aloja un microorganismo simbiótico, Tri- 
chonympha, que secreta celulasa, la cual hidroliza los 
enlaces (81—4) (Fig. 7-15). Estudios de genética mole- 
cular han demostrado que los genes que codifican los 
enzimas de degradación de la celulosa están presentes en 
los genomas de una amplia gama de animales invertebra- 
dos, incluidos artrópodos y nematodos. Hay una excep- 
ción importante en la ausencia de celulasa en vertebra- 
dos: los rumiantes tales como vacas, ovejas y cabras 
contienen microorganismos simbióticos en el rumen (el 
primero de los cuatro estómagos) que pueden hidrolizar 
la celulosa lo que permite que el animal degrade la celu- 
losa de la dieta de hierbas tiernas, pero no de las plantas 
leñosas. La fermentación en el rumen produce acetato, 
propionato y 4-hidroxibutirato que los animales utilizan 
para sintetizar los azúcares de la leche. 
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(a) 


FIGURA 7-15 Degradación de la celulosa por Trichonympha. (a) La 
termita Cryptotermes domesticus corroe e ingiere partículas de madera 
ricas en celulosa. (b) Trichonympha un protista simbionte que vive en el 
intestino de las termitas produce el enzima celulasa, que rompe los enia- 
ces glucosidicos (81—4) de la celulosa, y hace posible el uso de la 
madera como fuente de azúcar metabolizable (glucosa) por el protista y 
la termita. Muchos invertebrados pueden digerir la celulosa pero sólo 
unos pocos vertebrados son capaces de utilizar la celulosa (rumiantes 
tales como el ganado vacuno, ovejas y cabras); los rumiantes pueden 
utilizar la celulosa como nutriente son porque el primero de sus cuatro 
compartimientos estomacales (rumen) de un rumiante aloja bacterias y 
protistas que secretan Grave/ Science Source. ] 


La biomasa rica en celulosa, puede usarse como 
materia prima para la fermentación de glúcidos a etanol 
que se utiliza como aditivo de la gasolina (las hierbas 
altas del género Panicum constituen una buena cose- 
cha de biocombustible). Cuando se convierte en etanol 
por fermentación la producción anual de biomasa en el 
planeta (debida principalmente a los organismos foto- 
sintéticos) es el equivalente energético de casi un billón 
de barriles de petróleo. Debido a su uso potencial en la 
conversión de biomasa en bioenergía, los enzimas que 
degradan la celulosa, tales omo la celulasa, son sujeto 
de muchas investigaciones. Complejos supramolecula- 
res, denominados celulosomas, presentes en la superfi- 
cie exterior de la bacteria Clostridium cellulolyticum, 
contienen la subunidad catalítica de la celulasa junto 
con proteínas que retienen una o más moléculas de 
celulasa a la superficie bacteriana y una subunidad que 
fija la celulosa posicionándola en el sitio activo. 

Una fracción muy importante de la biomasa fotosin- 
tética es la porción leñosa de plantas y árboles, formada 
por celulosa y diversos polímeros derivados de glúcidos 
que no son fácilmente digeribles, ni química ni biológi- 
camente. Las ligninas, por ejemplo, constituyen alrede- 
dor del 30% de la masa de la madera. Sintetizadas a 
partir de precursores, entre ellos fenilalanina y glucosa, 
las ligninas son polímeros complejos con entrecruza- 
mientos covalentes con la celulosa que complican la 
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digestión de la celulosa por la celulasa. Si se tuvieran 
que utilizar plantas leñosas en la producción de etanol a 
partir de la biomasa, se habrían de encontrar métodos 
mejores para digerir los componentes de la madera. 

La quitina es un homopolisacárido lineal compues- 
to por residuos de N-acetilglucosamina unidos por enla- 
ces (8—4) (Fig. 7-16). La única diferencia química 
con respecto a la celulosa es el cambio del grupo 
hidroxilo en C-2 por un grupo amino acetilado. La quiti- 
na forma fibras extendidas similares a las de la celulosa 
y, al igual que ésta, no es digerible por los vertebrados. 
La quitina es el componente principal de los duros 
exoesqueletos del aproximadamente millón de especies 
de artrópodos (insectos, langostas y cangrejos, por 
ejemplo) y es, probablemente, el segundo polisacárido 
más abundante en la naturaleza, después de la celulosa; 
se calcula que cada año se producen en la biosfera alre- 
dedor de ¡mil millones de toneladas de quitina! 


Los factores estéricos y los puentes de hidrógeno 
contribuyen al plegamiento de los homopolisacáridos 


El plegamiento de los polisacáridos en tres dimensiones 
responde a los mismos principios que gobiernan la 
estructura de los polipéptidos: subunidades con estruc- 
tura más o menos rígida dictada por enlaces covalentes 
forman estructuras macromoleculares tridimensionales 
estabilizadas por interacciones débiles intra o intermo- 
leculares: puentes de hidrógeno, interacciones debidas 
al efecto hidrofóbico y de van der Waals y, en polímeros 
con subunidades cargadas, interacciones electrostáti- 
cas. Al tener los polisacáridos tantos grupos hidroxilo, 
los puentes de hidrógeno tienen una especial importan- 
cia en su estructura. El glucógeno, el almidón y la celu- 
losa están formados por subunidades de piranosa (ani- 
llos de seis átomos) lo mismo que los oligosacáridos de 
las glucoproteínas y los glucolípidos que se estudiarán 
más adelante. Tales moléculas pueden representarse 
como una serie de anillos rígidos de piranosa conecta- 
dos por un átomo de oxígeno que une dos átomos de 
carbono (el enlace glucosídico). En principio, hay liber- 
tad de rotación en torno a los enlaces C—O que unen 
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FIGURA 7-16 Quitina. (a) Segmento corto de quitina, un homopolimero de 
unidades de N-acetil-o-glucosamina con enlaces (81—4). (b) Un coleóptero 
{Pelidnota punctata) con su exosqueleto de quitina. [Fuente: (b) Paul Whitten/ 
Science Source. ] 


los residuos (Fig. 7-14), pero al igual que en los polipépti- 
dos (véanse las Figs. 4-2, 4-9), la rotación alrededor de 
cada enlace está limitada por los impedimentos estéricos 
de los sustituyentes. La estructura tridimensional de estas 
moléculas puede ser descrita en términos de los ángulos 
diedros, $ y Y, del enlace glucosídico (Fig. 7-17), aná- 
logos a los ángulos ¢ y y del enlace peptídico (véase la 
Fig. 4-2). 

Ei volumen del anillo de piranosa y de sus sustitu- 
yentes, así como los efectos electrónicos del carbono 
anomérico, imponen restricciones a los ángulos $ y Y; 
así, algunas conformaciones son mucho más estables 
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FIGURA 7-17 Conformación de los enlaces glucosídicos de la celulosa, 
amilosa y dextrano. Los polímeros se representan como anillos rígidos 
de piranosa unidos por enlaces giucosídicos con rotación libre en torno a 
estos enlaces. Obsérvese que en el dextrano también hay rotación libre 
en torno del enlace entre C-5 y C-6 (ángulo de torsión w (omega). 


(a) 


FIGURA 7-18 Mapa de las conformaciones más favorables de oligosa- 
cáridos y polisacáridos Los ángulos de torsión y y ġ (véase la Fig. 7-17) 
que definen ta relación espacial entre anillos adyacentes, pueden en 
principio tener cualquier valor entre 0% y 360°. De hecho, algunos 
ángulos de torsión dan lugar a conformaciones estéricamente prohibi- 
das, mientras que otras dan conformaciones que maximizan los puentes 
de hidrógeno. (a) Cuando se representa la energía relativa (2) para cada 
valor de 4 y y, con tos contornos de isoenergía ("misma energía”) dibu- 
jados a intervalos de 1 kcal/mol por encima del estado de minima ener- 
gia, se obtiene un mapa de las conformaciones más favorables, análogo 


que otras, tal como puede verse en un mapa de energía 
en función de y y y (Fig. 7-18). 

La estructura tridimensional más estable de las 
cadenas unidas por enlaces (a:194) del almidón y el 
glucógeno es una espiral compacta (Fig. 7-19), estabi- 
lizada por puentes de hidrógeno intercatenarios. En la 
amilosa (sin ramificar) esta estructura es suficiente- 
mente regular para permitir su cristalización y, por lo 
tanto, la determinación de su estructura por difracción 
de rayos X. A lo largo de la cadena de amilosa, el plano 
promedio de cada residuo forma un ángulo de 60* con 
el plano promedio del residuo precedente, de manera 
que la hélice tiene seis residuos por vuelta. En la amilo- 
sa el orificio de la hélice tiene las dimensiones justas 
para acomodar yodo en forma de iones complejos (1, o 1) 
dando lugar a un complejo de color azul intenso. Esta 
interacción constituye el fundamento de una determi- 
nación cualitativa habitual de la amilosa. 

La conformación más estable de la celulosa es aque- 
lla en que cada silla experimenta una rotación de 180° 
en relación con sus vecinas, lo cual genera una cadena 
extendida recta. Todos los grupos -OH están disponi- 
bles para formar puentes de hidrógeno con cadenas 
vecinas. Una red estable de puentes de hidrógeno inter- 
moleculares e intramoleculares entre varias cadenas 
dispuestas paralelamente produce fibras supramolecula- 
res estables con gran resistencia a la tracción (Fig. 7-20). 
Esta propiedad de la celulosa la ha hecho una sustancia 
útil para las civilizaciones durante milenios. Muchos 
productos manufacturados entre los que se cuentan el 
papiro, papel, cartón, rayón, paneles aislantes y muchos 
otros materiales de utilidad son derivados de la celulo- 
sa. El contenido en agua de estos materiales es bajo 
porque la gran abundancia de puentes de hidrógeno 
intermoleculares satisface su capacidad de formación 
de puentes de hidrógeno. 
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a la representación de Ramachandran para péptidos (véanse las Figs. 
4-3, 4-9), (b) Dos extremos energétics para el disacárido Gal(81—-3) 
Gal, estos vaiores caen en el diagrama de energía (a) según indican los 
puntos rojos y azules. Los puntos rojos indican la conformación menos 
favorecida y la azul la más favorecida. Las conflormaciones conocidas de 
los tres polisacáridos mostrados en la Figura 7-17 se han determinaco 
por cristalografía de rayos X, y todas se encuentran dentro de las regio- 
nes de menor energía del mapa. [Fuente: (a) Cortesía de H.-J. Gablus y 
Herbert Kaltner, Universidad de Munich, a partir de una figura proporcio- 
nada por C.-W, von der Lieth, Heidelberg, ] 


Las paredes celulares de algas y bacterias contienen 
heteropolisacáridos estructurales 


El componente rígido de las paredes celulares bacteria- 
nas (péptidoglucano) es un heteropolímero de unidades. 
de N-acetilglucosamina y ácido N-acetilmurámico alter- 


Unidades de o-glucosa 
unidas por enlaces (1—4) 
(a) 


FIGURA 7-19 Estructura helicoidal del almidón (amilosa). (a) En su 
conformación más estable de sillas rigidas adyacentes, la cadena de 
polisacárido se encuentra curvada en lugar de encontrarse estirada 
como en la celulosa (véase la Fig. 7-14). (b) Modelo de un segmento de 
amilosa; a fin de mayor claridad, se han omitido los grupos hidroxilo de 
todos excepto uno de los residuos de glucosa. Compare los dos residuos 
sombreados en rosa con las estrucuras químicas de (a). La conforma- 
ción de los enlaces (a1—4) de la amilosa, amilopectina y glucógeno 
hacen que estos polímeros adopten una estructura helicoidal compacta. 
Estas estructuras compactas son las responsables de la densidad de los 
gránulos de almidón o glucógeno almacenados, visibles en muchas 
células (véase la Fig. 20-2). [Fuente: (b) PDB ID 1058, K. Gessler et al., 
Proc. Nat! Acad. Sci. USA 96:4246, 1999] 
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FIGURA 7-20 Cadenas de celulosa. Dibujo a escala de segmentos de 
dos cadenas paralelas de celulosa en el que se muestra la conformación 
de los residuos de D-glucosa y los entrecruzamientos por enlace de 
hidrógeno. En la unidad de hexosa del extremo inferior izquierdo, se 
muestran todos los átomos de hidrógeno; en las otras tres unidades de 
hexosa se han omitido, para mayor ciaridad, los hidrógenos unidos al 
carbono ya que no participan en enlaces de hidrógeno. 


nadas unidas por enlaces (81—-4) (véase la Fig. 20-30). 
En la pared celular las cadenas lineales están dispuestas 
paralelamente unas a otras y entrecruzadas mediante 
péptidos cortos, cuya estructura concreta depende de la 
especie bacteriana. Los entrecruzamientos peptídicos 
sueldan entre sí las cadenas de polisacárido y forman 
una envoltura resistente (péptidoglucano) que rodea 
toda la célula, evitando que ésta se hinche y se lise a 
causa de la entrada de agua por ósmosis. El enzima 
lisozima destruye las bacterias mediante la hidrólisis del 
enlace glucosídico (91—-4) entre la N-acetilglucosamina 
y el ácido N-acetilmurámico (véase la Fig. 6-28). La 
lisozima se encuentra en las lágrimas del ojo, donde posi- 
blemente actúa como protector frente a infecciones 
bacterianas. También es producida por ciertos virus 
bacterianos, con el fin de garantizar su liberación desde 
la bacteria huésped, paso esencial del ciclo de la infec- 
ción vírica. La penicilina y otros antibióticos relaciona- 
dos destruyen las bacterias impidiendo la síntesis de los 
entrecruzamientos, lo que deja la pared celular demasia- 
do débil para resistir la lisis osmótica (véase la p. 223). 
Algunas algas rojas marinas, tienen paredes celula- 
res que contienen agar, una mezcla de heteropolisacári- 
dos sulfatados, formados por D-galactosa y un derivado 
de L-galactosa con un enlace éter entre el C-3 y el C-6. 
El agar es una mezcla compleja de polisacáridos, todos 
con la misma estructura troncal, pero con diferentes 
grados de sustitución por sulfatos y piruvato. La agaro- 
sa (M, -150.000) es el componente del agar con menos 
grupos cargados (sulfatos, piruvatos) (Fig. 7-21). La 
notable capacidad de la agarosa para formar geles es 
aprovechada en los laboratorios de bioquímica. Cuando 
se calienta una suspensión de agarosa en agua y a conti- 
nuación se enfría, la agarosa forma una doble hélice: dos 
moléculas en orientación paralela se enrollan una en 
torno de la otra con una periodicidad helicoidal de tres 
residuos, la cavidad central retiene moléculas de agua. A 
su vez, estas estructuras se asocian entre sí para formar 
un gel (matriz tridimensional que retiene grandes canti- 
dades de agua). Los geles de agarosa se usan como 


Agarosa 
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FIGURA 7-21 Agarosa. La unidad repetitiva consiste en pb-galactosa 
(81—4) unida a 3,6-anhidro-L-galactosa (en la que un enlace éter 
conecta C-3 y C-6). Estas unidades están unidas por enlaces glucosídi- 
cos (al—3) para formar un polímero de 600 a 700 residuos de longi- 
tud. Una pequeña fracción de los residuos de 3,6-anhidrogalactosa tie- 
nen un éster sulfato en C-2 (éste es el caso aquí representado) Los 
paréntesis abiertos en el nombre sistemático indican que las unidades 
repetitivas se extienden a ambos lados 


soporte inerte para la separación electroforética de áci- 
dos nucleicos. El agar también se usa para formar una 
superficie adecuada para el crecimiento de colonias 
bacterianas, Otro uso comercial del agar es la fabricación 
de cápsulas que contienen vitaminas u otros fármacos; el 
material de agar seco se disuelve fácilmente en el estó- 
mago y es metabólicamente inerte. 


Los glucosaminoglucanos son heteropolisacáridos 
de la matriz extracelular 


El espacio extracelular de los tejidos de animales multi- 
celulares está ocupado por un material gelatinoso, la 
matriz extracelular (ECM), también denominada 
sustancia basal, que mantiene unidas las células y forma 
un medio poroso para la difusión de nutrientes y oxígeno 
hacia las células individuales. La matriz extracelular que 
rodea los fibroblastos y otras células del tejido conjuntivo 
está compuesta por una compleja red de moléculas de 
heteropolisacáridos interconectadas y proteínas fibrosas 
tales como los colágenos fibrilares, la elastina, y la fibro- 
nectina. La membrana basal es una ECM especializada 
que subyace las células epiteliales; está formada por 
colágenos, lamininas y heteropolisacáridos. Estos hetero- 
polisacáridos, los glucosaminoglucanos, son una fami- 
lia de polímeros lineales compuestos por unidades repe- 
titivas de disacárido (Fig. 7-22). Se encuentran única- 
mente en animales y bacterias y no se encuentran en los 
vegetales. Uno de los dos monosacáridos es siempre la 
N-acetilglucosamina o bien la N-acetilgalactosamina; el 
otro es, en la mayor parte de casos, un ácido urónico, 
generalmente el ácido p-glucurónico o el L-idurónico. 
Algunos glucosaminoglucanos, contienen grupos sulfato 
esterificados. La combinación de éstos y los grupos car- 
boxilato de los residuos de ácido urónico hace que los 
glucosaminoglucanos tengan una elevada densidad de 
carga negativa. Para minimizar las fuerzas repulsivas 
entre los grupos cargados próximos entre sí, estas molé- 
culas adoptan una conformación extendida en disolución 
formando una hélice en forma de varilla en la que los 
grupos carboxilato negativos se encuentran en lados 
alternos de la hélice (tal como se muestra para la hepari- 
na en la Fig. 7-22). La forma de varilla extendida también 
proporciona una separación máxima entre los grupos 
sulfato cargados negativamente. Los patrones específicos 
de los residuos de azúcares sulfatados y no sulfatados en 
los glucosaminoghucanos hacen posible el reconocimien- 
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to específico por una amplia variedad de ligandos protei- 
cos que se unen electrostáticamente a estas moléculas. 
Los glucosaminoglucanos sulfatados se unen a proteínas 
extracelulares para formar proteoglucanos (Sección 7.3). 

El glucosaminoglucano hialuronano (ácido hialuró- 
nico) contiene unidades alternadas de ácido D-glucuróni- 
co y N-acetilghucosamina (Fig. 7-22). Con hasta 50.000 
repeticiones de la unidad disacárida básica, el hialuronano 
tiene una masa molecular de varios millones; forma diso- 
huciones transparentes muy viscosas y no compresibles 
que sirven de lubricante en el líquido smovial de las arti- 
culaciones y confieren consistencia gelatinosa al humor 
vítreo del ojo de los vertebrados (en griego, hyalos signi- 
fica “vidrio”; el hialuronano puede tener un aspecto vítreo 
o translúcido). El hialuronano es también un componente 
esencial de la matriz extracelular de cartílagos y tendo- 
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FIGURA 7-22 Unidades repetidas de algunos glucosaminoglucanos 
comunes de la matriz extracelular. Las moléculas son copolírmeros for- 
mados por residuos alternados de ácido urónico y aminoazúcares (el sul- 
fato de queratán constituye una excepción), con ésteres sulfato situados 
en diversas posiciones, excepto en el hialuronano. Los grupos carboxilato 
y sulfato ¡onizados (en rojo en las tórmulas en perspectiva) confieren a 
estos polímeros su elevada carga negativa característica. La heparina 
terapéutica contiene principalmente ácido idurónico (IdoA) y una menor 
proporción de ácido glucurónico (GIcA, no mostrado), se encuentra gene- 
ralmente muy sulfatada y es de longitud variable. El modelo espacial 
muestra un segmento de heparina en su estructura en solución determi- 
nada por espectroscopia RMN (PDB ID 1HPN). Los carbonos del ácido 
idurónico sulfatado son azules; los de la glucosamina sulfato verdes. Los 
átomos de oxigeno y de azufre se muestran en sus colores estándar rojo 
y amarillo, respectivamente. No se muestran, para mayor claridad, los 
átomos de hidrógeno. El sulfato de heparán (no mostrado) es similar a la 
heparina, pero posee una proporción mayor de GicA y menos grupos sul- 
fato, dispuestos de forma menos regular. [Fuenter. Modelo molecular 
PDB ID 1HPN, B. Mulioy et al., Biochem. J. 293:849, 1993.] 


nes, a los que dota de resistencia a la tensión y elasticidad, 
resultado de sus fuertes interacciones no covalentes con 
otros componentes de la matriz. La hialuronidasa, un 
enzima secretado por algunas bacterias patógenas, puede 
hidrolizar los enlaces glucosídicos del hialuronano, hacien- 
do que los tejidos sean más susceptibies a las invasiones 
bacterianas. En muchas especies animales un enzima 
similar presente en el esperma hidroliza la capa externa 
de glucosaminoglucano que protege el óvulo, lo que per- 
mite la penetración de los espermatozoides. 

Otros glucosaminoglucanos se diferencian del hialu- 
ronano en tres aspectos: generalmente son polímeros 
mucho más cortos, están unidos covalentemente a proteí- 
nas específicas (proteoghucanos) y una o las dos unidades 
monoméricas son diferentes de las del hialuronano. El 
sulfato de condroitina (en griego chondros significa 
“cartílago `) contribuye a la resistencia a la tensión de los 
cartílagos, tendones, ligamentos y paredes de la aorta. El 
sulfato de dermatán (en griego derma significa “piel> 
contribuye a la flexibilidad de la piel y también está pre- 
sente en los vasos sanguíneos y en las válvulas cardíacas. 
En este polímero, muchos de los residuos de glucuronato 
presentes en el sulfato de condroitina están reemplazados 
por por su epímero en 5, el Liiduronato (IdoA). 
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Los sulfatos de queratán (en griego keras signi- 
fica “cuerno”) no tienen ácido urónico y su contenido en 
sulfato es variable. Están presentes en la córnea, los 
cartílagos, los huesos y en diversas estructuras córneas 
formadas por células muertas: cuernos, pelos, pezuñas, 
uñas y garras. El sulfato de heparán (en griego hepar 
significa “hígado”; se aisló por primera vez del hígado de 
perro) es producido por todas las células animales y 
contiene ordenamientos variables de azúcares sulfata- 
dos y no sulfatados. Los segmentos sulfatados de la 
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TABLA 7-2 Estructura y función de algunos polisacáridos 
Tamaño (número | 
de unidades de 
Tipo’ Unidad repetitiva’ monosacárido) Funciones/significado 
Almidón Reserva energética: en plantas 
Amilosa Homo- (œal—4)Glc, lineal 50-5.000 
Amilopectina Homo- (a1—4)Glc, con Hasta 106 
| ramificaciones 
| (a1—6)Glc cada | 
24-30 residuos | 
'Glucógeno Homo- (al—4)Gk, con Hasta 50.000 Reserva energética: en bacterias 
ramificaciones y células animales 
(œal—6)Glc cada 
8-12 residuos 
| Celulosa Homo- (81—4)Gle Hasta 15.000 Estructural: confiere rigidez y 
resistencia a las paredes de células 
vegetales 
| Quitina Homo- (831—4)GicNAc Muy grande Estructural: confiere rigidez y | 
resistencia a los exoesqueletos de 
insectos, arañas y crustáceos 
'Dextrano Homo- (al —6)Gle, con Muy variable Estructural: adhesivo extracelular | 
ramificaciones en bacterias | 
| (al—3) 
| Peptidoglucano Hetero-, con 4)Mur2Ac(91—4) Muy grande Estructural: confiere rigidez y | 
péptidos GIcNAc(41 resistencia a la envoltura celular 
unidos bacteriana | 
Agarosa Hetero 3)o-Gal(81—-4)3,6- 1.000 Estructural: componente de la pared | 
anhidro-L-Gal(al celular de las algas | 
Hialuronano Hetero-, NGICA(31—-3) Hasta 100.000 Estructural: en vertebrados forma 
(un glucosamino-  acídico GIcNAc(9l parte de la matriz extracelular de la 
-glucano) piel y tejido conjuntivo; viscosidad 


y lubricación en articulaciones 


A A A 


"Las abreviaturas utilizadas para las unidades repetitivas de pept 


, agarosa e hialuronano indican que el polímero contiene repeticiones 


idoglucano. 
de esta unidad de disacárido. Por ejermplo,en el peptidoglucano, la GicNAc de una unidad de un disacárido está unida por un enlace (81 —4) al 


primer residuo de la siguiente unidad de disacárido. 


cadena permiten la interacción con un gran número de 
proteínas, entre las que se incluyen factores de creci- 
miento y componentes de la ECM, así como diversos 
enzimas y factores presentes en el plasma. La heparina 
es una forma intracelular muy sulfatada del sulfato de 
heparán producido principalmente por los mastocitos 
(un tipo de leucocito o célula inmune). No está claro 
aún su papel fisiológico pero la heparina purificada se 
utiliza como agente terapéutico para inhibir la coagula- 
ción de la sangre gracias a su capacidad de unirse al 
inhibidor de proteasa antitrombina (véase la Fig. 7-27). 

La Tabla 7-2 resume la composición, propiedades, 
funciones y localización de los polisacáridos descritos 
en la sección 7.2. 


RESUMEN 7.2 Polisacáridos 


E Los polisacáridos (glucanos) sirven de reserva ener- 
gética y de componentes estructurales en las paredes 
celulares y en la matriz extracelular. 

E Los homopolisacáridos almidón y glucógeno son 
combustibles de reserva en las células vegetales, anima- 


les y bacterianas. Consisten en D-glucosa con enlaces 
(al—4) y los dos están ramificados. 


E Los homopolisacáridos celulosa, quitina y dextrano 
tienen papeles estructurales. La celulosa está formada 
por residuos de p-glucosa unidos por enlaces (41—-4) y 
confiere resistencia y rigidez a las paredes celulares de 
las plantas. La quitina, un polímero de N-acetilglucosa- 
mina unida por enlaces (31—-4) confiere resistencia a 
los exoesqueletos de los artrópodos. El dextrano forma 
una capa adhesiva en el exterior de algunas bacterias. 
E Los homopolisacáridos se pliegan en tres dimensio- 
nes. La forma de silla del anillo de la piranosa es esen- 
cialmente rígida, por lo que la conformación de los polí- 
meros está determinada por la rotación en torno a los 
enlaces entre el anillo y el átomo de oxígeno en el enlace 
glucosídico. El almidón y el glucógeno forman estructu- 
ras helicoidales con puentes de hidrógeno intracatena- 
rios, la celulosa y la quitina forman cadenas largas y 
estiradas que interaccionan con cadenas vecinas. 

MM Las paredes celulares de las bacterias y las algas 
están reforzadas por heteropolisacáridos (peptidogluca- 
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no en las bacterias, agar en las algas rojas). El disacári- 
do repetido en los peptidoglucanos es G1cCNAc(81—-4) 
Mur2Ac; en el agar es D-Gal(81 —4)3,6-anhidro-L-Gal. 
E Los glucosaminoglucanos son heteropolisacáridos 
extracelulares en los que una de las dos unidades de 
monosacárido es un ácido urónico (el sulfato de quera- 
tán es una excepción) y la otra un aminoazúcar N-ace- 
tilado. Los ésteres sulfato de algunos de los grupos 
hidroxilo y de grupos amino de algunos residuos de 
glucosamina en la heparina y en el sulfato de heparán 
confieren a estos polímeros una elevada densidad de 
carga negativa, que fuerza la adopción de estructuras 
extendidas. Estos polímeros (hialuronano, sulfato de 
condroitina, sulfato de dermatán y sulfato de queratán) 
son responsables de la viscosidad, adhesividad y resis- 
tencia a la tensión de la matriz extracelular. 


7.3 Glucoconjugados: proteoglucanos, 
glucoproteínas y glucoesfingolípidos 


Además de sus importantes funciones como combusti- 
bles de reserva (almidón, glucógeno, dextrano) y como 
materiales estructurales (celulosa, quitina, peptidoglu- 
canos), los polisacáridos y los oligosacáridos son trans- 
portadores de información. Algunos proporcionan 
comunicación entre células y su entorno extracelular; 
otros etiquetan proteínas para su transporte y localiza- 
ción en orgánulos específicos o para su destrucción 
cuando la proteína está malformada o se vuelve superf- 
lua; otros, finalmente, actúan como sitios de reconoci- 
miento de moléculas de señalización extracelulares 
(factores de crecimiento, por ejemplo) o parásitos 
extracelulares (bacterias o virus). En casi todas las 
células eucarióticas, cadenas de oligosacáridos específi- 
cos unidas a los componentes de la membrana plasmá- 
tica forman una capa glucídica (el glucocálix) de varios 
nanómetros de espesor que constituye una superficie 
rica en información que la célula expone a su entorno. 
Estos polisacáridos juegan un papel central en el reco- 
nocimiento y la adhesión célula-célula, en la migración 
celular durante el desarrollo, en la coagulación sanguí- 
nea, en la respuesta inmunitaria, en la cicatrización de 
las heridas, y en otros procesos celulares. En la mayor 
parte de estos casos, el glúcido portador de la imforma- 
ción está unido covalentemente a una proteína o a un 
lípido para formar un glucoconjugado, que es la molé- 
cula biológicamente activa (Fig. 7-23). 

Los proteoglucanos son macromoléculas de la 
superficie celular o de la ECM en las que una o más 
cadenas de glucosaminoglucano sulfatado están unidas 
covalentemente a una proteína de membrana o a una 
proteína de secreción. La cadena de glucosaminogluca- 
no puede unirse a proteínas extracelulares mediante 
interacciones electrostáticas entre la proteína y los 
grupos del proteoglucano cargados negativamente. Los 
proteoglucanos son componentes principales de todas 
las matrices extracelulares. 

Las glucoproteínas tienen uno o varios oligosa- 
cáridos de diversa complejidad unidos covalentemente 
a una proteína. Se encuentran normalmente en el lado 
externo de la membrana plasmática (formando parte 
del glucocálix), en la ECM y en la sangre. Dentro de las 
células, se encuentran en orgánulos específicos tales 
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FIGURA 7-23 Glucoconjugados En el texto se describen las estructuras 
de algunos proteoglucanos, glucoproteínas y glucoesfingolípidos típicos. 


como los complejos de Golgi, los gránulos de secreción 
y los lisosomas. Las porciones oligosacáridas de las glu- 
coproteínas son muy heterogéneas y, al igual que los 
ghucosaminoglucanos, son ricas en información, forman- 
do sitios altamente específicos para el reconocimiento y 
la unión de elevada afinidad de las proteínas ligadoras 
de glúcidos llamadas lectinas. Algunas proteínas citosó- 
licas y nucleares también pueden estar glucosiladas. 

Los glucoesfingolípidos son componentes de la 
membrana plasmátoica en los que los grupos hidrofíli- 
cos de cabeza son oligosacáridos. Del mismo modo que 
las glucoproteínas, los oligosacáridos actúan como sitios 
específicos para el reconocimiento por las lectinas. Las 
neuronas contien muchos glucoesfingolípidos que cola- 
boran en la conducción nerviosa y en la formación de 
mielina. Los glucoesfingolípidos también intervienen en 
la transducción de señales en las células. Los esfingolí- 
pidos se discuten más detalladamente en los Capítulos 
10 y 11. 


Los proteoglucanos son macromoléculas de la superficie 
celular y de la matriz extracelular que contienen 
glucosaminoglucanos 


Las células de mamífero pueden sintetizar al menos 40 
tipos de proteoglucanos. Estas moléculas actúan de 
organizadores titulares e influyen en diversas activida- 
des celulares tales como la activación y adhesión del 
factor de crecimiento. La unidad básica de los proteo- 
glucanos consiste en una “proteína núcleo” a la que se 
unen covalentemente uno o varios glucosaminogluca- 
nos. La unión es a través de un residuo de Ser, al que se 
une el ghucosaminoglucano mediante un puente tetrasa- 
cárido (Fig. 7-24). El residuo de Ser se encuentra 
generalmente en la secuencia —Ser-Gly-X-Gly- (en 
donde X es cualquier residuo aminoácido); sin embargo, 
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Extremo 
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FIGURA 7-24 Estructura dei proteoglucano, en la que se muestra el 
puente trisacárido. Un típico tetrasacárido de unión (en azul) conecta 
un glucosaminoglucano -en este caso 4-sulfato de condroitina ten 
naranja)- con un residuo de Ser situado en la proteína núcleo. El residuo 
de xilosa situado en el extremo reductor del conector está unido por su 
carbono anomérico al grupo hidroxilo del residuo de Ser. 


no todas las proteínas con esta secuencia tienen un 
glucosaminoglucano unido. 

Muchos proteoglucanos se secretan a la ECM, pero 
algunos son proteínas integrales de membrana (véase la 
Fig. 11-6). Por ejemplo, la ECM (lámina basal), que sepa- 
ra grupos organizados de células de otros grupos, contie- 
ne una familia de proteínas núcleo (M_ 20.000 a 40.000), 
cada una con varias cadenas de sulfato de heparán unidas 
covalentemente. Existen dos familias principales de pro- 
teoglucanos de sulfato de heparán de membrana. Los 
sindecanos tienen un único dominio transmembrana y 
un dominio extracelular con tres a cinco cadenas de sul- 
fato de heparán y, en algunos casos, de sulfato de con- 
droitina (Fig. 7-25a). Los glupicanos, están unidos a la 
membrana por un anclaje lipídico, un derivado del lípido 
de membrana fosfatidil inositol (véase la Fig. 11-13). 
Tanto los sindecanos como los ghupicanos pueden ser 
vertidos al espacio extracelular. Una proteasa de la ECM 
que corta en un punto cercano a la superficie de la mem- 
brana libera ectodominios de sindecán (dominios al exte- 
rior de la membrana plasmática) mientras que una fosfo- 
lipasa que rompe la conexión al lípido de membrana 
libera los glupicanos. Estos mecanismos proporcionan a 
la célula una manera de cambiar rápidamente sus carac- 
terísticas de superficie. El vertido está muy regulado y se 
activa en las células en proliferación, tales como las célu- 
las cancerosas. El vertido der proteoglucanos interviene 
en el reconocimiento y en la adhesión intercelulares, así 
como en la proliferación y diferenciación celular. Tam- 
bién existe un gran número de proteoglucanos con sulfa- 
tos de condroitina y de dermatán, algunos de los cuales 
son entidades ligadas a la membrana mientras que otros 
son productos secretados a la ECM. 

Las cadenas de ghucosaminoglucanos pueden unir- 
se a un gran número de ligandos extracelulares y de 
esta manera modulan la interacción de los ligandos con 
sus receptores específicos de la superficie celular. El 
examen detallado del sulfato de heparán ha demostrado 
que la estructura del dominio no es casual; algunos 
dominios (normalmente de una longitud de trea a ocho 
umdades disacáridas de longitud) difieren de los domi- 
nios vecinos en secuencia y en capacidad para interac- 
cionar con proteínas específicas. Los dominios altamen- 
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FIGURA 7-25 Dos familias de proteoglucanos de membrana. (a) Este 
esquema muestra un sindecano, y un glupicano de la membrana plas- 
mática. Los sindecanos se mantienen unidos a la membrana mediante 
interacciones hidrofóbicas entre una secuencia de residuos aminoácidos 
apolares y lípidos de la membrana plasmática; pueden liberarse 
mediante un corte proteolítico sencillo cerca de la superficie de la mem- 
brana. En un sindecano típico el dominio amino-terminal del lado extra- 
celular de la membrana se une covalentermente (por tetrasacáridos 
conectores tales como los de la Fig. 7-24) a tres cadenas de sulfato de 
heparán y dos cadenas de sulfato de condroitina. Los glupicanos se 
mantienen en la membrana mediante un lípido de membrana unido 
covalentemente (ancla GPI; véase la Fig. 11-13) y se suelta si el enlace 
entre la porción lípido del ancla GP! Cfosfatidilinositol) y el oligosacárido 
unido a la proteína se corta con una fosfolipasa. Todos los glupicanos 
tienen 14 residuos de Cys conservados, los cuales forman enlaces disul- 
furo para estabilizar la porción proteica y dos o tres cadenas de glucosa- 
minoglucano unidas cerca del extremo carboxilo, cerca de la superficie 
de la membrana. (b) A lo largo de una cadena de sulfato de heparán, las 
regiones ricas en azúcares sulfatados, los dominios NS (verde), alternan 
con regiones de residuos de GIcNAc y GIcA normalmente no modifica- 
dos, los dominios NA (gris), Uno de los dominios NS se muestra con 
mås detalle, para poner de manifiesto una alta densidad de residuos 
modificados: GIcNS, (N-sulfoglucosamina) con un éster sulfato en C-6; 
y GICA e idoA, con un éster sulfato en C-2. E: patrón exacto de sulfata- 
ción del dominio NS difiere entre los proteoglucanos. [Fuentes: (a) Infor- 
mación de U. Hacker et al, Nature Rev. Mol, Cell Biol. 6:530, 2005. (b) 
Información de J}. Turnbull et al., Trends Cel! Biol. 11:75, 2001.] 


te sulfatados (dominios NS) alternan con dominios que 
contienen residuos de GlcNAc y GlcA no modificados 
(dominios N-acetilados o NA) (Fig. 7-25b). El patrón 
exacto de sulfatación en los dominios NS depende de 
cada proteogtucano; dado el número de modificaciones 
posibles del dímero GleNAc-IdoA (ácido idurónico), son 
posibles, al menos, 32 unidades distintas de disacárido. 
Además, la misma proteína núcleo puede mostrar dife- 
rentes estructuras de sulfato de heparán cuando se 
sintetiza en diferentes tipos celulares. 

Las moléculas de sulfato de heparán con dominios 
NS organizados de forma precisa propiedades se unen de 
manera específica a proteínas extracelulares y moléculas 
de señalización modificando sus propiedades. El cambio 
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(a) Activación conformacional 


A Factor Xa 


AT Sulfato de 
E heparán 


Dominio NS 


Un cambio conformacional inducido en la proteina 
antitrombina (AT) al unirse a un pentasacárido 
específico del dominio NS permite su interacción 
con el factor Xa de la coagulación sanguínea, 
impidiendo la coagulación. 


(c) Correceptor para ligandos extracelulares 
FGF (ligando) 


Dominio NS 


Los dominios NS interaccionan a la vez con el factor de 
crecimiento de tos fibroblastos (FGF) y con su receptor, 
favoreciendo la formación del complejo oligomérico y 
aumentando la efectividad del FGF a baja concentración. 


Dimero del receptor de FGF 


(b) Potenciación de la interacción proteína-proteina 


Par Y 


La unión de la AT y de la trombina a dos dominios NS 
adyacentes coloca las dos proteínas próximas una 
de otra; este hecho favorece su interacción e inhibe 
la coagulación sanguínea. 


(d) Localización/concentración en la superficie celular 
Lipoproteina lipasa 


e 


Dominio NS 


Membrana 


La elevada densidad de cargas negativas en el sulfato de heparán 
aproxima las moléculas de lipoproteina lipasa cargadas 
positivamente y las mantiene mediante interacciones 
electrostáticas y por interacciones específicas de secuencia con 
los dominios NS. 


FIGURA 7-26 Cuatro tipos de interacciones proteicas con los dominios NS del sulfato de heparán. [Fuente: Información de J. Turnmbull et al., Trends 


Celi Bio! 11:75, 2001] 


en la actividad puede ser debido a un cambio conforma- 
cional en la proteína inducido por la unión (Fig. 7-26a) 
o a la capacidad de dominios adyacentes de sulfato de 
heparán de unirse a dos proteínas diferentes y situarlas 
muy próximas de manera que se ven favorecidas las inte- 
racciones proteína-proteína (Fig. 7-26b). Un tercer 
mecanismo general de acción consiste en la unión de 
moléculas de señalización extracelulares (por ejemplo, 
factores de crecimiento) al sulfato de heparán, con el 
consecuente aumento de la concentración local y una 
más fácil interacción con los receptores del factor de 
crecimiento en la superficie celular; en este caso el sulfa- 
to de heparán actúa de correceptor (Fig. 7-26c). Por 
ejemplo, el factor de crecimiento de los fibroblastos 
(FGF), una señal proteica extracelular que estimula la 
división celular, se une primeramente a la porción de 
sulfato de heparán de moléculas de sindecán de la mem- 
brana plasmática de las células diana. El sindecán pre- 
senta el FGF a los receptores de FGF de la membrana 
plasmática, y sólo entonces el FGF puede interaccionar 
eficazmente con sus receptores para desencadenar la 
división celular. Finalmente, en otro tipo de mecanismo, 
los dominios NS interaccionan, electrostáticamente y de 
otros modos, con una gran variedad de moléculas solu- 
bles del exterior de la célula, manteniendo una elevada 
concentración local en la superficie celular (Fig. 7-26d). 

La proteasa trombina, esencial para la coagulación 
de la sangre (véase la Fig. 6-41), es inhibida por otra 
proteína sanguínea, la antitrombina, que impide la coagu- 
lación prematura de la sangre. La antitrombina no se une 
o inhibe la trombina en ausencia de sulfato de heparán. 
En presencia de sulfato de heparán o heparina, la afini- 
dad de unión de la trombina por la antitrombina aumenta 
2.000 veces con lo que la trombina está fuertemente 


Trombina 


Antitrombina 


FIGURA 7-27 Base molecular del incremento de la unión entre trom- 
bina y antitrombina debido al sulfato de heparán. En esta estructura cris- 
talina de trombina, antitrombina y un polímero de 16 residuos tipo sulfato 
de heparán, cristalizados conjuntamente, los sitios de unión del sultato de 
heparán en ambas proteínas son ricos en residuos Arg y Lys. Estas regio- 
nes cargadas positivamente, mostradas en azul, permiten una unión elec- 
trostática fuerte con múltiples sulfatos y carboxilatos del sulfato de hepa- 
rán cargados negativamente. En consecuencia, la afinidad de la 
antitrambina hacia la trombina es tres órdenes de magnitud mayor en pre- 
sencia del sulfato de heparán que en su ausencia. Regiones de la trombina 
y de la antitrombina ricas en residuos cargados negativamente se mues- 
tran en rojo en esta representación electrostática de las dos proteinas. 
[Fuente: PDB ID 1TB6. W. Li et al., Nature Struct. Mol. Biol. 11:857 2004] 
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RECUADRO 7-3 


MEDICINA 


Defectos en la síntesis o degradación de 


glucosaminoglucanos pueden producir 
enfermedades humanas graves 


La síntesis de glucosaminoglucanos requiere enzimas 
que activan azúcares monoméricos, los transportan a 
| través de membranas, condensan los azúcares activa- 
| dos en forma de polisacáridos y adicionan sulfatos. 
ıı Mutaciones en cualquiera de estos enzimas en huma- 
| | nos pueden provocar defectos estructurales en el glu- 
| cosaminoglucano (o en los proteoglucanos formados a 
|| partir del mismo). El resultado puede ser cualquiera 
dentro de una variedad de defectos en la señalización 
celular, proliferación celular, morfogénesis tisular o 
| interacciones con factores de crecimiento (Fig. 1). Por 
|; ejemplo, no poder extender la unidad disacárida 
| GINAc-GleA produce una anormalidad en la que se 
| desarrollan múltiples y grandes espolones (Fig. 2). 
i 
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| FIGURA 1 Segmento de un proteoglucano que muestra la estruct- 
i tura normal de los glucosaminoglucanos (GAG) sulfato de condroitina 
|! o sujifato de dermatán (CS/DS parte superior) y sulfato de heparán 
| o heparina (HS/Hep) (parte inferior) unidos a través de la región 
conectora a un residuo Ser en la proteina núcleo. Cuando un enzima 
| biosintético específico está ausente debido a una mutación, los ele- 
mentos numerados no pueden añadirse al oligosacárido en creci- 
miento por lo que el producto queda truncado. La presencia del GAG 
disfuncional da lugar a diversos tipos de enfermedades humanas 
según el sitio de bloqueo: @ síndrome de Ehlers-Danlos, de tipo pro- 
geroide con articulaciones hiper extensibles, piel frágil y envejeci- 
| miento prenmaturo; @ baja estatura o frecuentes distocaciones de 
las articulaciones; @ neuropatia (lesión nerviosa); @ defectos er el 
esqueleto; @ enfermedad bipolar o hernia diafragmática, y O) defor- 
maciones óseas en forma de grandes espolones 


FIGURA 2 Detormación ósea característica de la exostosis heredita- 
ria múltiple, enfermedad debida a una incapacidad genética de añadir 
el disacárido GINAc-GICA a la cadena en crecimiento del sulfato de 
heparán o de la heparina (véase O en la Fig. 1). El crecimiento extra 
del hueso se ha coloreado artificialmente en rojo en esta radiografía 
del húmero (hueso superior del brazo) [Fuente: CNRI/Science Phto 
Library/Science Source.) 


vos, la acumulación de glucosaminoglucanos degradados 
de forma incompleta puede causar enfermedades que 
van desde moderadas, como el síndrome de Scheie, con | 
rigidez de las articulaciones pero inteligencia v duración 
de vida normales. hasta graves. como en el sindrome de 
Hurler, en el que aparecen órganos internos hipertrofia- 
dos. enfermedad cardíaca. enanismo, retraso mental y | 
muerte temprana. Los glacosaminoglucanos se denomi- | 
naban anteriormente mucopolisacáridos por lo que las 
enfermedades causadas por defectos genéticos de su 
degradación se denominan a menudo polisacaridosis. í 


| 
Cuando el defecto tiene lugar en enzimas degradati- | 


inhibida. Cuando trombina y antitrombina se cristalizan 
en presencia de un corto segmento (16 residuos) de sul- 
fato de heparán, este sulfato de heparán falso, cargado 
negativamente, une regiones de las dos proteínas carga- 
das positivamente provocando un cambio alostérico que 
inhibe la actividad proteasa de la trombina (Fig. 7-27). 
Los sitios de unión de sulfato de heparán y de heparina 
en ambas proteínas son ricos en residuos Arg y Lys; las 
cargas positivas de los aminoácidos interaccionan elec- 
trostáticamente con los sulfatos de los glucosaminogluca- 
nos. La antitrombina también inhibe otras dos proteínas 
de la coagulación sanguínea (factores IXa y Xa) en un 
proceso dependiente del sulfato de heparán. 

La importancia de los dominios sulfatados sintetiza- 
dos de manera correcta en el sulfato de heparán se pone 
de manifiesto en ratones mutantes genosuprimidos 
(“knockout”) que carecen del enzima que introduce 
sulfato en el hidroxilo C-2 del iduronato (IdoA). Estos 


animales nacen sin riñones y con graves anomalías en el 
desarrollo del esqueleto y los ojos. Otros estudios 
demuestran que los proteoglucanos de membrana son 
importantes en la eliminación de lipoproteínas en el 
hígado. Finalmente, existen cada vez más pruebas de 
que la ruta seguida en el desarrollo de los axones en el 
sistema nervioso, y por tanto la formación de circuitos, 
depende de proteoglucanos que contienen sulfatos de 
heparán y sulfato de condroitina, los cuales proporcio- 
nan pistas para el rápido crecimiento de los axones. 

La importancia funcional de los proteoglucanos y de 
los glucosaminoglucanos asociados a los mismos puede 
verse también en los efectos de mutaciones que blo- 
quean la síntesis o degradación de estos polímeros en 
humanos (Recuadro 7-3). 

Algunos proteoglucanos pueden formar agregados 
de proteoglucano, enormes agrupaciones supramole- 
culares de muchas proteínas núcleo unidas todas ellas a 
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FIGURA 7-28 Agregado de proteoglucano de la matriz extracelular. 
Dibujo esquemático de un proteoglucano con muchas moléculas de 
agrecán. Una molécula de hialuronano de gran longitud se asocia de 
manera no covalente con unas 100 moléculas de la proteina núcleo 
agrecán. Cada molécula de agrecán contiene muchas moléculas de sul- 
fato de condroitina y sulfato de queratán unidas covalentemente. Las 
proteínas de unión situadas en el punto de unión entre cada proteína 
núcleo y la espina central de hialuranano intervienen en la interacción 
proteína núcieo-hialuronano. La micrografía muestra una moiécula indi- 
vidual de agrecán vista con el microscopio de fuerza atómica (véase el 
Recuadro 19-2). [Fuente: Micrografía cortesía de Laurel Ng. Reproducicda 
con permiso de Ng )., Grodinsky, A, Patwari, P., Sandy, J, Plaas, A, H. K y 
Ortiz, C. (2003). Las moléculas individuales del agrecán de cartilago y 
sus glucosaminoglucanos constituyentes se han visualizado mediante 
microscopia de fuerza atómica. } Struct. Biol 143:242-257, Fig. 7° 
izquierda. © Elsevier. ] 


una única molécula de hialuronano. La proteína núcleo 
del agrecán (M_ -250.000) tiene múltiples cadenas de 
sulfato de condroitina y de sulfato de queratán unidas a 
residuos de Ser de la proteína núcleo a través de trisa- 
cáridos de unión, para dar un monómero de agrecán de 
M, -2 x 10°. Cuando un centenar o más de estas proteínas 
núcleo “decoradas” se unen a una única molécula de hia- 
luronano extendida (Fig. 7-28 ), el agregado de proteo- 
glucano resultante (M_ >2 x 10°) y su agua de hidratación 
asociada ocupan un volumen aproximadamente igual ¡al 
de una célula bacteriana! El agrecán interacciona fuerte- 
mente con el colágeno de la matriz extracelular del cartí- 
lago, contribuyendo a su desarrollo, a la resistencia a la 
tensión y a la elasticidad de este tejido conjuntivo. 

Las proteínas fibrosas de la matriz tales como el 
colágeno, la elastina y la fibronectina se encuentran 
entrelazadas con estos enormes proteoglucanos extra- 
celulares, formando una malla entrecruzada que pro- 
porciona resistencia y elasticidad al conjunto de la 
ECM. Algunas de estas proteínas son multiadhesivas, al 
tener cada molécula de proteína varios sitios de unión 
para varias moléculas de la matriz. La fibronectina, por 
ejemplo, tiene dominios distintos que unen la fibrina, el 
sulfato de heparán, el colágeno y una familia de proteí- 
nas de la membrana plasmática denominadas integri- 
nas, que intervienen en la señalización entre el interior 
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FIGURA 7-29 Interacciones entre las células y la matriz extracelular. 
En la asociación entre las células y tos proteoglucanos de la matriz extra- 
celular participan una proteína de membrana (integrina) y una proteina 
extracelular (fibronectina en este ejemplo), que posee sitios de unión 
tanto para las integrinas como para los proteoglucanos. Obsérvese la 
estrecha asociación de las fibras de colágeno con la fibranectina y el pro- 
teoglucano. 


de la célula y la ECM. La imagen global que emerge de 
las interacciones célula-matriz (Fig. 7-29) muestra una 
serie de interacciones entre moléculas celulares y 
extracelulares. Estas interacciones no sólo sirven para 
anclar las células a la ECM, que proporciona la fuerza y. 
elasticidad de la piel y de las articulaciones, sino tam- 
bién para proporcionar vías que dirigen la migración de 
las células en el tejido en desarrollo y para transmitir 
información en ambas direcciones a través de la mem- 
brana plasmática. 


Las glucoproteínas contienen oligosacáridos unidos 
covalentemente 


Las glucoproteínas son conjugados de proteína y glúci- 
dos en los que los glucanos son menores, están ramifica- 
dos y son, estructuralmente, más variados que los gluco- 
saminoglucanos de los proteoglucanos. El glúcido se une 
por su carbono anomérico mediante un enlace glucosídi- 
co con el -OH de un residuo de Ser o Thr (O-unidos) o 
mediante un enlace N-glucosilo con el nitrógeno amídico 
de un residuo de Asn (N-unidos) (Fig. 7-30). Algunas 
glucoproteínas tienen una sola cadena de oligosacárido, 
pero muchas tienen más de una; el glúcido puede repre- 
sentar del 1% al 70% o más de la masa de la glucoproteí- 
na. Alrededor de la mitad de todas las proteínas de 
mamíferos están glucosiladas y cerca de un 1% de todos 
los genes de mamíferos codifican enzimas que intervie- 
nen en la síntesis y unión de estas cadenas oligosacári- 
das. Los oligosacáridos N-unidos se encuentran general- 
mente en la secuencia consenso N-(P)-[ST] si bien no se 
utilizan todos los sitios potenciales. (Véase el Recuadro 
3-2 sobre las convenciones en la representación de las 
secuencias consenso). Parece que no hay secuencias 
consenso específicas para los oligosacáridos O-unidos, 
aunque regiones portadoras de cadenas O-unidas tien- 
den a ser ricas en residuos Gly, Val y Pro. 
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FIGURA 7-30 Unión de oligosacáridos a glucoprateínas. (a) Los oligo- 
sacáridos O-unidos tienen un enlace glucosídico con el grupo hidroxilo 
de residuos de 5er o Thr (sombreado en rosa), que aquí se ilustra con el 
GalNAc como azúcar en el extremo reductor del oligosacárido. Se mues- 
tra una cadena simple y una compleja. (b) Los oligosacáridos N-unidos 
tienen un enlace N-glucosídico con el nitrógeno amídico de la Asn 
(verde), que aquí se ilustra con el GicNAc como azúcar terminal. Se 
muestran tres cadenas de oligosacáridos comunes de las glucoproteínas 
que están N-unidas. Una descripción completa de la estructura del oli- 
gosacárida requiere la especificación de la posición y estereoquímica (a 


o (1) de cada enlace glucosídico. 


Hay una clase de glucoproteínas, que se encuentran 
en el citoplasma y en el núcleo, que presentan la singu- 
laridad de que las posiciones glucosiladas de la proteína 
son sólo portadoras de residuos sencillos de N-acetilglu- 
cosamina, en enlace O-glucosídico con el grupo hidroxilo 
de cadenas laterales de Ser. Esta modificación es rever- 
sible y, a menudo, tiene lugar sobre los mismos residuos 
de Ser que se fosforilan en algún paso de la actividad de 
la proteína. Las dos modificaciones son mutuamente 
excluyentes y este tipo de glucosilación es importante 
en la regulación de la actividad proteica. En el Capítulo 
12 se analiza extensamente la fosforilación de proteínas 

Tal como veremos en el Capítulo 11, la superficie 
externa de la membrana plasmática tiene muchas gluco- 
proteínas de membrana con una serie de oligosacáridos 
de complejidad variable unidos covalentemente. Las 
mucinas son glucoproteínas de secreción o de membra- 
na que pueden contener grandes cantidades de cadenas 
de oligosacárido O-unidas. Las mucinas se encuentran 
en la mayoría de secreciones; confieren al moco su tacto 
resbaladizo característico. 

La glucómica es la caracterización sistemática de 
todos los componentes glucídicos de una célula o tejido 
dados, incluidos lo que se encuentran ligados a proteínas 


y a lípidos. En el caso de las glucoproteínas, esto también 
significa la determinación de qué proteínas están glucosi- 
ladas y en qué parte de la secuencia de aminoácidos está 
unido cada oligosacárido. Éste es un desafío de gran 
magnitud, pero que vale la pena debido a los conocimien- 
tos potenciales que ofrece sobre los patrones normales 
de glucosilación y sobre las vías en los que están altera- 
dos durante el desarrollo, en las enfermedades genéticas 
o en el cáncer. Los métodos actuales para caracterizar el 
complemento glucídico completo de las células depen- 
den, fundamentalmente, de una aplicación sofisticada de 
la espectroscopia de masas (véase la Fig. 7-39). 

Se conocen las estrucuras de muchos oligosacári- 
dos O-unidos y N-unidos de un buen número de gluco- 
proteínas; las Figuras 7-23 y 7-30 muestran unos cuan- 
tos ejemplos típicos. En el Capítulo 27 se estudian los 
mecanismos por los que proteínas específicas adquieren 
porciones oligosacáridas específicas. 

Muchas de las proteínas secretadas por las células 
eucarióticas son ghucoproteínas, entre ellas la mayoría de 
las proteínas de la sangre. Por ejemplo, las inmunoglobu- 
linas (anticuerpos) y ciertas hormonas, tales como la 
hormona estimuladora del folículo, la hormona luteinizan- 
te y la hormona estimuladora del tiroides son glucoprotef- 
nas. Muchas proteínas de la leche, incluida al principal 
proteína del suero láctico, la a-lactalbúmina, y algunas de 
las proteínas secretadas por el páncreas (por ejemplo, la 
ribonucleasa) están glucosiladas, como también lo están 
la mayoría de las proteínas contenidas en los lisosomas. 

Lentamente se empiezan a conocer las ventajas bio- 
lógicas derivadas de añadir oligosacáridos a las proteí- 
nas. Las agrupaciones de glúcidos muy hidrofílicos 
modifican la polaridad y la solubilidad de las proteínas a 
las que están conjugados. Las cadenas de oligosacáridos 
unidas a las proteínas recién sintetizadas en el retículo 
endoplasmático (RE) y elaboradas en el complejo de 
Golgi, sirven de etiqueta de destmo y también como 
control de calidad de la proteína, ya que dirigen las pro- 
teínas mal plegadas hacia su degradación (véase las Figs. 
2741, 27-42). Cuando numerosas cadenas de oligosa- 
cáridos cargadas negativamente están agrupadas en una 
región de la proteína, la repulsión entre las cargas favo- 
rece la formación de estructuras en forma de varilla 
rígida en esta región. El volumen y las cargas negativas 
de las cadenas de oligosacárido también protegen algu- 
nas proteínas de los ataques por enzimas proteolíticos. 
Además de estos efectos físicos globales sobre la estruc- 
tura de las proteínas, las cadenas de oligosacárido tam- 
bién producen efectos biológicos más específicos en las 
glucoproteínas (Sección 7.4). La importancia de la glu- 
cosilación normal de las proteínas está clara debido al 
descubrimiento de que al menos 40 enfermedades gené- 
ticas diferentes en humanos debidas a la glucosilación, 
producen desarrollo físico o mental defectuoso grave; 
algunas de estas enfermedades son mortales. 


Los glucolípidos y los lipopolisáridos son componentes 

de membrana 

Las glucoproteínas no son los únicos componentes celu- 
lares que contienen cadenas complejas de oligosacári- 
dos; también algunos lípidos contienen cadenas de oli- 
gosacáridos unidas covalentemente. Los gangliósidos 
son lípidos de membrana de las células eucarióticas 
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FIGURA 7-31 Lipopolisacáridos bacterianos. Esquema del lipopolisa- 
cárido de la membrara externa de Salmonella typhimurium. Kdo es el 
ácido 3-desoxi-o0-mano-octulosónico, llamado anteriormente ácido ceto- 
desoxioctónico, Hep es L-glicero-D-mano-heptosa; AbeOAc es abecuosa 
(una 3,6-didesoxihexosa), acetilada en uno de sus hidroxilos. Hay seis 
residuos de ácido graso en la porción del lípido A de la mojécula. Diver- 
sas especies bacterianas tienen estructuras de lipopolisacáridos ligera- 
mente diferentes, pero tienen en común una región lipidica {lipido A), un 
oligosacárido núcleo, también conocido como endotoxina y una cadena 
“O-específica”, que es el determinante principal del serotipo (reactivi- 
dad inmunológica) de la bacteria. La membrana externa de las bacterias 
gram-negátivas $. typhimurium y E. coli contienen tantas moléculas de 
lipopolisacáridos que la superficie celular está prácticamente recubierta 
con cadenas O-específicas. 


cuyo grupo de cabeza polar, la parte del lípido que 
forma la superficie externa de la membrana, es un oligo- 
sacárido complejo que contiene ácido siálico (Fig. 7-9) 
y otros residuos monosacáridos. Algunas de las porcio- 
nes oligosacáridas de los gangliósidos, como, por ejem- 
plo, aquéllas que determinan los grupos sanguíneos 
humanos (véase la Fig. 10-14), son idénticas a las 
encontradas en ciertas glucoproteínas y que, por tanto, 
también contribuyen a la determinación del grupo san- 
guíneo. Al igual que en el caso de la porción oligosacári- 
da de las glucoproteínas, la de los lípidos de membrana 
se encuentra generalmente, tal vez siempre, en la cara 
externa de la membrana plasmática. 
Los lipopolisacáridos son los componentes 
principales de la membrana externa de bacterias 
gram-negativas tales como E. coli y Salmonella typhi- 
murium. Estas moléculas son las dianas principales de 


los anticuerpos producidos por el sistema inmunitario 
de los vertebrados en respuesta a la infección bacteria- 
na y son, por tanto, determinantes importantes del 
serotipo de las cepas bacterianas. (Los serotipos son 
cepas que se distinguen por sus propiedades antigéni- 
cas). Los lipopolisacáridos de S. typhimurium contie- 
nen seis ácidos grasos unidos a dos residuos de glucosa- 
mina, uno de los cuales es el punto de unión de un oli- 
gosacárido complejo (Fig. 7-31). E. coli posee lipolisa- 
cáridos similares, pero singulares. La porción lípido A 
de los lipopolisacáridos de algunas bacterias se denomi- 
na endotoxina; su toxicidad para los humanos y otros 
animales es responsable del peligroso descenso de la 
presión sanguínea que se produce en el síndrome del 
shock tóxico, resultado de la infección por bacterias 
gram-negativas Y. 


RESUMEN 7.3 Glucoconjugados: Proteoglucanos, 
glucoproteínas y glucolípidos 


E Los proteoglucanos son glucoconjugados en los cua- 
les la proteína núcleo está unida covalentemente a uno 
o más glucanos de gran tamaño, denominados sulfatos 
de glucosaminoglucano (sulfato de heparán, sulfato de 
condroitina, sulfato de dermatán o sulfato de queratán). 
Unidos al exterior de la membrana plasmática por un 
péptido de transmembrana o un lípido unido covalente- 
mente, los proteoglucanos proporcionan puntos de 
adhesión, de reconocimiento y de transferencia de 
información entre células o entre la célula y la matriz 
extracelular. 


E Las glucoproteínas contienen oligosacáridos unidos 
covalentemente a través de residuos Asp o Ser/Thr. Los 
glucanos están, normalmente, ramificados y son de 
menor tamaño que los glucosaminoglucanos. Muchas 
proteínas de la superficie celular o extracelulares son 
glucoproteínas, como lo son la mayoría de las proteínas 
secretadas. Los oligosacáridos unidos covalentemente 
influyen en el plegamiento y en la estabilidad de las 
proteínas, suministran información esencial para el des- 
tino de las proteínas recién sintetizadas y permiten el 
reconocimiento específico por otras proteínas. 


E La glucómica consiste en la determinación del com- 
plemento completo de las moléculas que contienen 
azúcares en una célula o tejido y en la determinación de 
la función de cada una de estas moléculas. 


E Los glucolípidos y glucoesfingolípidos en plantas y 
animales y los lipopolisacáridos en las bacterias son 
componentes de la cubierta celular con cadenas de oli- 
gosacáridos unidas covalentemente, expuestas en la 
superficie exterior de la célula. 


7.4 Los glúcidos son moléculas que 
contienen información: el código 
de los azúcares 


La glucobiología, definida como el estudio de la estruc- 
tura y función de los gluconjugados, es una de las áreas 
más activas y estimulantes de la bioquímica y de la bio- 
logía celular. Cada vez está más claro que las células 
utilizan oligosacáridos específicos para codificar infor- 
mación importante acerca del destino intracelular de las 
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proteínas, sobre las interacciones intercelulares, la 
diferenciación celular, el desarrollo de los tejidos y las 
señales extracelulares. Discutiremos unos pocos ejem- 
plos para ilustrar la diversidad de la estructura y la 
variedad de actividades biológicas de los glucoconjuga- 
dos. En el Capítulo 20 estudiaremos la biosíntesis de los 
polisacáridos, entre ellos el péptidoglucano y, en el 
Capítulo 27, la construcción de las cadenas de oligosa- 
cáridos de las glucoproteínas. 

La mejora de los métodos de análisis de la estructura 
de los oligosacáridos y polisacáridos ha puesto de mani- 
fiesto la sorprendente complejidad y diversidad de los 
oligosacáridos de las glucoproteínas y glucolípidos. Con- 
sidere las cadenas de oligosacárido de la Figura 7-30, 
representativas de las encontradas en muchas glucopro- 
teínas. Las más complejas contienen 14 residuos de 
monosacárido de cuatro tipos diferentes, unidas por 
enlaces diversos tales como (1—2), 0—9, (1—4), 
(1—6), (2—3) y (2—6), algunos en configuración a: y 
otros en configuración $. Las estructuras ramificadas, 
que no se encuentran en los ácidos nucleicos o en las 
proteínas, son frecuentes en los oligosacáridos. Partiendo 
de la suposición razonable de que para la síntesis de los 
oligosacáridos disponemos de 20 monosacáridos distin- 
tos, podemos calcular que son posibles muchos miles de 
millones de oligosacáridos hexaméricos distintos, en 
comparación con los 6,4 x10" (20%) diferentes hexapépti- 
dos posibles con los veinte aminoácidos comunes y los 
4.096 (4%) hexanucleótidos diferentes con los cuatro 
nucleótidos. Si además tenemos en cuenta las variaciones 
en los oligosacáridos que resultan de la sulfatación de 
uno o más residuos, el número de oligosacáridos posibles 
aumenta en dos órdenes de magnitud. De hecho, sólo se 
encuentra un subconjunto de combinaciones debido a 
las restricciones impuestas por los enzimas biosimtéticos 
y por la disponibilidad de precursores. No obstante, la 
enorme riqueza de información estructural presente en 
los glucanos no sólo rivaliza sino que supera ampliamente 
la de los ácidos nucleicos en densidad de información 
contenida en una molécula de tamaño modesto. Cada 
uno de los oligosacáridos representados en las Figuras 
7-24 y 7-30 presenta un aspecto tridimensional único 
-una palabra del código de los azúcares- reconocible por 
las proteínas que interaccionan con el mismo. 


Las lectinas son proteínas que leen el código de los 
azúcares y que intervienen en muchos procesos biológicos 


Las lectinas, presentes en todos los organismos, son 
proteínas que se unen a los glúcidos con una elevada 
especificidad y una afinidad entre moderada y alta. Las 
lectinas actúan en muchos procesos de reconocimiento 
intercetular, señalización y adhesión y en el destino 
intracelular de proteínas recién sintetizadas. Las lecti- 
nas vegetales, abundantes en las semillas, actúan, pro- 
bablemente, como disuasores para los insectos y otros 
depredadores. En el laboratorio, las lectinas vegetales 
purificadas se utilizan como reactivos útiles para la 
detección y separación de glucanos y glucoproteínas 
con porciones oligosacáridas diferentes. Aquí sólo dis- 
cutiremos unos pocos ejemplos de las funciones de las 
lectinas en las células animales. 

Algunas homonas peptídicas que circulan en la san- 
gre tienen porciones de oligosacárido que influyen deci- 


sivamente en su vida media en circulación. La hormona 
luteinizante y la tirotropina (hormonas polipeptídicas 
producidas en la hipófisis) tienen oligosacáridos N-umi- 
dos que terminan con el disacárido GalNAc45(91— 4) 
GIcNAc, que es reconocido por una lectina (receptor) 
de los hepatocitos. (GalNAc4S es la N-acetilgalactosa- 
mina sulfatada en el grupo —OH del C-4.) La interac- 
ción hormona-receptor interviene en la captación y 
degradación de la hormona luteinizante y la tirotropina, 
reduciendo su concentración en sangre. De este modo, 
los niveles en sangre de estas hormonas experimentan 
un aumento (debido a la secreción pulsátil por la hipó- 
fisis) y una disminución (debido a la destrucción por los 
hepatocitos) periódicos. 

Los residuos de Neu5Ac (un ácido siálico) situados 
en los extremos de las cadenas de oligosacáridos de 
muchas glucoproteínas plasmáticas (Fig. 7-24) prote- 
gen a esas proteínas de la captación y degradación por 
el hígado. Por ejemplo, la ceruloplasmina es una gluco- 
proteína sérica que contiene cobre y que posee varias 
cadenas de oligosacárido que terminan en Neu5Ac. No 
está claro el mecanismo de eliminación de los residuos 
de ácido siálico de las glucoproteínas séricas. Puede ser 
debido a la actividad del enzima neuraminidasa (tam- 
bién denominado sialidasa) producido por los organis- 
mos invasores o a una liberación lenta pero continuada 
debida a enzimas extracelulares. La membrana plasmá- 
tica de los hepatocitos tiene moléculas de lectina 
(receptores de asialoglucoproteínas; “asialo-" indica “sin 
ácido siálico”) que se unen específicamente a las cade- 
nas de oligosacáridos con residuos de galactosa que ya 
no están “protegidos” por un residuo terminal de Neu- 
5Ac. La interacción receptor-ceruloplasmina provoca la 
endocitosis y la destrucción de la ceruloplasmina. 


Ácido N-acetilneuramínico (Neu5Ac) 
(un ácido siálico) 


Parece ser que un mecanismo similar es responsa- 
ble de la eliminación de los eritrocitos “viejos” de la 
sangre de mamíferos. Los eritrocitos recién sintetizados 
tienen varias glucoproteínas de membrana con cadenas 
de oligosacárido que terminan en Neu5Ac. Cuando se 
eliminan los residuos de ácido siálico al retirar una 
muestra de sangre de animales de experimentación, por 
tratamiento con neuraminidasa in vitro y posteriórmen- 
te se reintroduce la muestra en el torrente circulatorio, 
los eritrocitos tratados desaparecen de la circulación 
sanguínea en el plazo de pocas horas; los eritrocitos con 
los oligosacáridos intactos (extraídos y reintroducidos 
sin tratamiento con neuraminidasa) continúan circulan- 
do durante días. 

Las lectinas de la superficie celular -tanto las lec- 
tinas humanas como las lectinas de los agentes 
infecciosos- son importantes en el desarrollo de algunas 
enfermedades humanas. Las selectinas son una familia 
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P-selectina Ligando de 
glucoproteína 
de la integrina 


FIGURA 7-32 Papel de las interacciones lectina-ligando en el movi- 
miento de los leucocitos hacia el lugar de una infección o una lesión. 
Un leucocito que circula por un capilar se retrasa debido a interacciones 
transitorias entre las moléculas de P-selectina de la membrana plasmá- 
tica de las células endoteliales del capilar y los ligandos glucoproteicos 
de la P-selectina situados en la superficie del leucocito. A medida que el 
leucocito interacciona con sucesivas moléculas de P-selectina, los leuco- 


de lectinas que se encuentran en la membrana plasmáti- 
ca y que intervienen en el reconocimiento y adhesión 
intercelular en una amplia gama de procesos celulares. 
Uno de estos procesos es el movimiento de las células del 
sistema inmune (leucocitos) a través de las paredes de 
los capilares, desde la sangre hacia los tejidos en los luga- 
res de infección o inflamación (Fig. 7-32). En una zona 
infectada, la P-selectina de la superficie de las células 
endoteliales de los capilares interacciona con un oligosa- 
cárido específico de las glucoproteínas de la superficie de 
los leucocitos circulantes. Esta interacción frena el movi- 
miento de los leucocitos cuando se desplazan a lo largo 
del revestimiento endotelial de los capilares. Una segun- 
da interacción, entre las moléculas de integrina de la 
membrana plasmática de los leucocitos y una proteína de 
adhesión de la superficie de la célula endotelial, detiene 
ahora los leucocitos y hace posible su paso a través de la 
pared del capilar hacia los tejidos infectados para iniciar 
el ataque inmunológico. Otras dos selectinas participan 
en esta “vuelta a casa de los linfocitos”: la E-selectina en 
las células endoteliales y la L-selectina en los leucocitos, 
se unen a sus correspondientes oligosacáridos del leuco- 
cito y de la célula endotelial, respectivamente. 

Las selectinas humanas intervienen en las respues- 
tas inflamatorias asociadas a la artritis reumatoide, 
asma, psoriasis, esclerosis múltiple y en el rechazo de 
órganos transplantados, por lo que existe un gran inte- 
rés en el desarrollo de fármacos que inhiban la adhesión 
celular producida por selectinas. Muchos carcinomas 
expresan un antígeno que normalmente sólo está pre- 
sente en las células fetales (sialil Lewis x o sialil Le”) 
que, cuando se introduce en la circulación, facilita la 
supervivencia de las células tumorales y la metástasis. 
Derivados glucídicos que imitan la porción sialil Le* de 
las sialoglucoproteínas o que alteran la biosíntesis del 
oligosacárido podrían ser efectivos como fármacos 
específicos de selectina para tratar la inflamación cróni- 
ca o la enfermedad metastásica. 


citos ruedan a lo largo de la superficie del capilar. En las proximidades de 
la zona de inflamación, interacciones más fuertes entre la integrina en la 
superficie del neutrófilo y sus ligandos de la superficie del capilar condu- 
cen a una fuerte adhesión. El leucocito deja de rodar y, bajo la influencia 
de señales procedentes de la zona de inflamación, comienza la extrava- 
sación (paso a través de la pared del capilar) mientras se dirige al lugar 
de la inflamación. 


Diversos virus animales, entre los que se encuentra 
el virus de la gripe, se unen a sus células huésped a 
través de interacciones con oligosacáridos expuestos en 
la superficie de la célula huésped. La lectina del virus de 
la gripe, conocida como proteína HA (hemaglutinina), 
es esencial para la entrada del virus y posterior infec-- 
ción. Después de la entrada del virus en una célula 
huésped y de su replicación, las partículas víricas recién 
sintetizadas salen de la célula por gemación envueltas 
en una porción de su membrana plasmática. Una sialida- 
sa vírica (neuraminidasa) corta el residuo terminal de 
ácido siálico de los oligosacáridos de la célula huésped 
lo que libera las partículas víricas de su interacción con 
la célula e impide su agregación entre ellas. Puede ini- 
ciarse ahora otra ronda de infección. Los fármacos anti- 
víricos oseltamivir (Tamiflu) y zanamivir (Relenza) se 
utilizan clínicamente en el tratamiento de la gripe. Estos 
medicamentos son análogos de azúcares; inhiben la sia- 
lidasa vírica al competir con los oligosacáridos de la 
célula huésped para unirse a ella (Fig. 7-33). Esto 
impide la liberación de virus desde la célula infectada al 
mismo tiempo que induce la agregación de las partícu- 
las víricas, dos procesos que bloquean el ciclo de infec- 
ción siguiente. 

Algunos patógenos microbianos tienen lectinas que 
intervienen en la adhesión bacteriana a las células hués- 
ped o en la entrada de toxinas en las células. Por ejem- 
plo, la bacteria Helicobacter pylori, tiene una lectina 
en la superficie que se adhiere a oligosacáridos de la 
superficie de las células epiteliales que recubren la 
superficie interna del esstómago (Fig. 7-34). Entre los 
sitios de unión que reconoce la lectina de H. pylori se 
encuentra el oligosacárido Lewis b (Le*) que se encuen- 
tra presente en las glucoproteínas y glucolípidos deter- 
minantes del grupo sanguíneo de tipo O (véase la Fig. 
10-14). Esta observación ayuda a explicar la incidencia 
varias veces superior de úlceras gástricas en las perso- 
nas del grupo sanguíneo O respecto a las de tipo A o B; 
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Ácido 
N-acetilneuramínico 
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Oseltamivir Zanamivir 


FIGURA 7-33 Sitio de unión del ácido N-acetilneuramínico y el fár- 
maco antiviral oseltamivir en la neuraminidasa de la gripe. (a) El 
ligando normal que se une a este enzima es un ácido siálico, el ácido 
N-acetilneuramínico. Los fármacos oseltamivir y zanamivir ocupan el 
mismo sitio del enzima inhibiéndolo de manera competitiva y bloqueando 
la liberación de virus desde la célula huésped. (b) interacción norma! con 
el ácido N-acetilneuramínico. (c) El oseltamivir puede encajar en este 


FIGURA 7-34 Una úlcera en desarrollo. Las células de Helicobacter 
pylori se adhieren a la superficie gástrica. Esta bacteria produce úlceras 
debidas a las interacciones entre una lectina de la superficie bacteriana y el 
oligosacárido Leb (un antígeno de grupo sanguineo) de las células que 
cubren la superficie interior del epitelio gástrico. [Fuente: R. M. Genta/ 
Miraca Life Science Research institue, Irving, Texas y D. Y. Graham/Vete- 
rans Affairs Medical Center, Houston, Texas.] 


H. pylori ataca sus células epiteliales con mayor efecti- 
vidad. Los análogos del oligosacárido Le” sintetizados 
químicamente podrían ser de utilidad en el tratamiento 
de este tipo de úlceras. Administrados oralmente, 
podrían impedir la adhesión bacteriana (y, por tanto, la 


sitio al empujar un residuo Glu cercano lo que le deja vía libre. (d) Una 
mutación en el gen de la neuraminidasa del virus de la gripe reemplaza 
una His cerca de este residuo Glu con una cadena más voluminosa de 
una Tyr (PDB ID 3CLO). Ahora el oseltamivir se fija mucho peor al sitio 
de unión con lo que el virus mutante adquiere resistencia al oseltamivir. 
[Fuenters: (b) PDB ID 2BAT, J. N. Varghese et al., Proteins, 14:327, 1992. 
(c) PDB ID 2HU4, R. J. Russell et al, Nature, 443:45, 2006. (d) P. J. 
Collins, Nature 453:1258, 2008.] 


infección) compitiendo con las glucoproteínas gástricas 
en su unión a las lectinas bacterianas. 

Algunas de las enfermedades parasitarias humanas 
más devastadoras, de gran incidencia en gran parte de 
los países en vías de desarrollo, están causadas por 
microorganismos eucarióticos que exhiben unos oligo- 
sacáridos de superficie poco frecuentes que, en algunos 
casos, se ha visto que protegen al parásito. Entre estos 
organismos se cuentan los tripanosomas responsables 
de la enfermedad del sueño africana y la enfermedad de 
Chagas (véase el Recuadro 6-3); el Plasmodium falci- 
parum, que es el parásito de la malaria y la Entamoeba 
histolytica, agente causal de la disentería amebiana. La 
perspectiva de encontrar fármacos que interfieran con 
la síntesis de estas cadenas de oligosacárido raras y, por 
consiguiente, con la replicación de los parásitos, ha ins- 
pirado muchos trabajos realizados recientemente sobre 
las rutas biosintéticas de estos oligosacáridos M. 

Las lectinas también actúan en el interior de la célu- 
la en la clasificación para el transporte a compartimien- 
tos celulares específicos (véase el Capítulo 27). Por 
ejemplo, las proteínas recién sintetizadas destinadas a 
los lisosomas se marcan en el complejo de Golgi con un 
oligosacárido que contiene manosa 6-fosfato que es 
reconocido por una lectina (véase la Fig. 27-41). 
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(a) 


FIGURA 7-35 La interacción lectina-glúcido en detalle. Estructura del 
receptor bovino de manosa 6-fosfato en el complejo con manosa 6-fos- 
fato. Se muestra una imagen de contorno superficial de la proteina, mos- 
trando la superficie como predominantemente negativa (rojo) o cargada 
positivamente (azul) La manosa 6-fosfato se representa como una 
estructura de varillas; se muestra un ión manganeso como un esfera vio- 
leta. (b) Vista ampliada del sitio de unión. La manosa 6-fosfato forma un 
puente de hidrógeno con la Arg" y está coordinada con el ión manga- 


Las interacciones lectina-glúcido son muy específicas y, 
a menudo, polivalentes 


La gran densidad de información en la estructura de los 
oligosacáridos proporciona un código de los azúcares 
con un número virtualmente ilimitado de “palabras” 
diferentes suficientemente pequeñas para ser leídas por 
una única proteína. En sus sitios de unión de glúcidos, 
las lectinas poseen una sutil complementariedad mole- 
cular necesaria para permitir la interacción solamente 
con los glúcidos afines correctos. El resultado es una 
especificidad de estas interacciones extraordinariamen- 
te elevada. La afinidad entre un oligosacárido y cada 
dominio de unión de glúcido (CBD, Carbohydrate Bin- 
ding Domain) de una lectina es a veces modesto (valo- 
res de K, micromolar a milimolar), pero la afinidad 
efectiva se incrementa grandemente en muchos casos 
por la multivalencia de la lectina, en la que una única 
molécula de lectina tiene múltiples CBD, En un agrupa- 
miento de oligosacáridos -tal como, por ejemplo, se 
encuentra frecuentemente en una superficie de mem- 
brana- cada oligosacárido puede ocupar uno de los CBD 
de la lectina, con lo que se refuerza la interacción. Cuan- 
do las células expresan múltiples receptores de lectina, 
la afinidad de la interacción puede ser muy elevada, 
permitiendo procesos altamente cooperativos tales 
como la unión celular y la rotación (véase la Fig. 7-32). 

Los estudios cristalográficos con rayos X de la 
estructura del receptor de manosa 6-fosfato/lectina 
revela detalles de su interacción con la manosa 6-fosfato 
que explican la especificidad de la unión y el papel de un 
catión divalente en la interacción lectina-azúcar (Fig. 
7-35a). La His105 forma un puente de hidrógeno con 
uno de los átomos de oxígeno del fosfato (Fig. 7-35b). 
Cuando la proteína marcada con manosa 6-fosfato alcan- 
za el lisosoma (que tiene un pH interno inferior al del 
complejo de Golgi), el receptor pierde afinidad por la 
manosa 6-fosfato. La protonación de la His105 puede ser 
responsable de este cambio de afinidad. 


(b) 


neso (que se muestra más pequeño que su radio de van der Waals por 
razones de claridad). Cada grupo hidroxilo de la manosa forma puente 
de hidrógeno con la proteína. La His'*%, que forma un puente de hidró- 
genc con un oxígeno del fosfato de la manosa 6-fostato, puede ser el 
residuo que cuando se protona a pH bajo provoca la liberación de la 
manosa 6-fosfato por el receptor af interior del lisosoma. [Fuente: (a, b) 
PDB ID 1M6P. D. 1. Roberts et al., Cel! 93:639, 1998.] 


Además de estas interacciones tan específicas, hay 
interacciones más generales que contribuyen a la unión 
de muchos glúcidos a las lectinas, Por ejemplo, muchos 
azúcares tienen un lado más polar y otro menos polar 
(Fig. 7-36); el lado más polar forma puentes de hidró- 
geno con la lectina, mientras que el menos polar esta- 
blece con residuos aminoácidos apolares a través del 
efecto hidrofóbico. La suma de todas estas interaccio- 
nes hace que la unión entre las lectinas y los glúcidos 
sea de gran afinidad y especificidad. Ello representa un 
tipo de transferencia de información esencial en muchos 
procesos intercelulares e intracelulares. La Figura 7-37 
resume algunas de las interacciones biológicas en las 
que interviene el código de los azúcares. 


Lado hidrofóbico 


Porción indo! 
del Trp 


FIGURA 7-36 Interacciones de los residuos de azúcar debidas al 
efecto hidrofóbico. Las unidades de azúcar tales como la galactosa tie- 
nen un lado más polar (la parte superior de la silla tal como se muestra 
aquí, con el oxígeno del anillo y varios hidroxilos), que está disponible 
para formar puentes de hidrógeno con la lectina, y un lado menos polar 
que puede establecer interacciones con cadenas laterales apolares de la 
proteína, tales como el anillo indol de residuos Trp, mediante el efecto 
hidrofóbico. [Fuente: información de una figura proporcionada por el Dr. 
C.-W. von der Lieth, Heidelberrg; H.-3 Gabius, Naturwissenschaften, 
87:108, 2000, Fig. 6.] 


274 Glúcidos y glucobiología 


Cadena 

de oligosacárido 
Proteina de 
la membrana 
plasmática 


is. Y 
OCC 

r.” 

-. 


Receptor/lectina 
de manosa 6-fosfato 


(1) 


Residuo de manosa 
6-fosfato en una 
proteina recién 
sintetizada 


RESUMEN 7.4 Los glúcidos como moléculas SS 
de información: El código de los azúcares 


E Los monosacáridos pueden unirse dando una serie 
prácticamente ilimitada de oligosacáridos, que difieren 
en estereoquímica y posición de los enlaces glucosídi- 
cos, tipo y orientación de los grupos sustituyentes y 
número y tipo de ramificaciones. Los glucanos contie- 
nen una densidad de información mucho mayor que los 
ácidos nucleicos y las proteínas. 

E Las lectinas, proteínas con dominios de unión de gh- 
cidos de gran especificidad, se encuentran normalmente 
en la superficie exterior de las células, donde inician la 
interacción con otras células. En los vertebrados, los oligo- 
sacáridos, “interpretados” como señales por las lectinas, 
gobiernan la velocidad de degradación de ciertas hormo- 
nas peptídicas, proteínas circulantes y células sanguíneas. 
MM La adherencia de patógenos víricos y bacterianos, 
así como de algunos parásitos eucarióticos, a sus células 
animales diana es el resultado de la unión de lectinas 
del patógeno con oligosacáridos de la superficie de las 
células diana. 

M La cristalografía de rayos X de complejos lecti- 
na-azúcar muestra la detallada complementariedad de 
las dos moléculas, lo que explica la fuerza y especifici- 
dad de las interacciones entre lectinas y glúcidos. 


7.5 Trabajando con glúcidos 


Una aceptación creciente de la importancia de la estruc- 
tura de los oligosacáridos en el reconocimientoy señali- 
zación biológicos ha sido el estímulo que ha impulsado el 
desarrollo de métodos de análisis de la estructura y la 
estereoquímica de los oligosacáridos complejos. El aná- 
lisis de oligosacáridos es complicado, pues, a diferencia 
de los ácidos nucleicos y las proteínas, pueden estar 


FIGURA 7-37 Papel de los oligosacáridos en el reconoci- 
miento sobre la superficie celular y en el sistema endo- 
membranoso. (a) Oligosacáridos con estructura única 
(representados como ristras de hexágonos) forman parte de 
una gran variedad de gluocoproteínas o glucolípidos, localiza- 
dos en la superficie externa de la membrana plasmática. Sus 
porciones oligosacáridas se unencon elevada especificidad y 
afinidad con lectinas del medio extracelular. (b) Los virus que 
infectan células animales, tales como el virus de la gripe, se 
unen a glucoproteínas de la superficie celular en el primer 
paso de la infección. (c) Las toxinas bacterianas, tales como 
las toxinas del cólera y de la tosferina, se unen a glucolípidas 
de la superficie antes de entrar en una célula. (d) Algunas 
bacterias, tales como H. pylori, se adhieren a las células ani- 
males para después colonizarlas o infectarlas. (e) Las selecti- 
nas (lectinas) de la membrana plasmática de ciertas células 
intervienen en las interacciones intercelulares, tal como ocu- 
rre con los leucocitos y las células endoteliales de la pared 
capilar en un sitio de infección. (f} El receptor/lectina de la 
manosa 6-fosfato del complejo trans de Golgi se une a los 
oligosacáridos de enzimas lisosómicos, destinándolos a los 
lisosomas. [Fuente: Información de N. Sharon y H. Lis, Sci. 
Amer. 268 (enero), 82, 1993.] 


ramificados y unirse con varios enlaces diferentes. La 
elevada densidad de carga de muchos oligo- y polisacári- 
dos así como la relativa labilidad de los ésteres sulfato de 
los glucosaminoglucanos, son dificultades añadidas 

Para polímeros simples y lineales tales como la amilo- 
sa, las posiciones de los enlaces glucosídicos se determi- 
nan por el método clásico de la metilación exhaustiva: se 
trata el polisacárido intacto con yoduro de metilo en medio 
fuertemente básico para convertir todos los hidroxilos 
libres en éteres metílicos estables en medio ácido. A con- 
tinuación el polisacárido metilado se hidroliza en medio 
ácido. Los únicos grupos hidroxilo libres presentes en los 
derivados monosacáridos así producidos son los que esta- 
ban implicados en enlaces glucosídicos. Para determinar la 
secuencia de los residuos de monosacáridos, incluidas las 
ramas presentes, se utilizan exoglucosidasas de especifici- 
dad conocida para eliminar los residuos uno a uno del 
extremo o extremos no reductores. La especificidad cono- 
cidā de estas exoglucosidasas permite, a menudo, deducir 
la posición y la estereoquímica de los enlaces. 

Para el análisis de la porción oligosacárida de las 
glucoproteínas y glucolípidos se pueden liberar los oli- 
gosacáridos mediante enzimas purificados: las glucosi- 
dasas que rompen específicamente enlaces O- o N- de 
oligosáridos o las lipasas que separan lo grupos lipídicos 
de cabeza. De manera alternativa, los glucanos O-uni- 
dos pueden liberarse de las glucoproteínas mediante 
tratamiento con hidracina. 

Las mezclas de glúcidos resultantes se resuelven en 
sus componentes individuales mediante un gran núme- 
ro de métodos (Fig. 7-38) entre los que se encuentran 
las mismas técnicas utilizadas en la separación de pro- 
teínas y aminoácidos: precipitación fraccionada median- 
te disolventes, cromatografía de intercambio iónico y 
cromatografía de exclusión por tamaño (véase la Fig. 
3-17). Lectinas altamente purificadas, unidas covalente- 
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FIGURA 7-38 Métodos de análisis de glúcidos. Un glúcido purificado en el primer paso de su análisis necesita a menudo las cuatro rutas analíticas 


para su caracterización completa. 


mente a un soporte insoluble, se utilizan habitualmente 
en la cromatografía de afinidad de glúcidos. 

La hidrólisis de oligosacáridos y polisacáridos en 
ácidos fuertes proporciona una mezcla de monosacári- 
dos que se pueden identificar y cuantificar por técnicas 
cromatográficas para obtener la composición global del 
polímero. 

El análisis de oligosacáridos se basa cada vez más 
en la espectrometría de masas y la espectroscopia de 
RMN de alta resolución. La espectrometría de masas 
por desadsorciómionización por láser facilitada por 
matriz (MALDI MS) y la espectrometría de masas en 
tándem (MS/MS), ambas descritas en el Capítulo 3, son 
fácilmente aplicables a compuestos polares tales como 
los oligosacáridos. La MALDI MS es un método muy 
sensible para determinar la masa de un ión molecular 
(la cadena completa de oligosacárido). La MALDI MS es 
un método muy sensible que suministra la masa mole- 
cular de unl ión molecular (en este caso la cadena com- 
pleta de oligosacárido; Fig. 7-39). MS/MS revela la 
masa del ión molecular y de muchos de sus fragmentos, 
obtenidos normalmente por rotura de los enlaces gluco- 
sídicos. El análisis de RMN por sí solo (véase el Recua- 
dro 4-5), especialmente para oligosacáridos de tamaño 
medio, puede proporcionar mucha información sobre la 
secuencia, la posición de los enlaces y la configuración 
del carbono anomérico. Por ejemplo, la estructura del 


fragmento de heparina mostrado en forma de modelo 
espacial en la Fig. 7-22 se obtuvo completamente por 
espectroscopia RMN. Se utilizan procedimientos auto- 
matizados e instrumentos comerciales para las determi- 
naciones de rutina de la estructura de los oligosacári- 
dos, pero la secuenciación de los oligosacáridos ramifi- 
cados unidos por más de un tipo de enlace continúa 
siendo mucho más difícil que la determinación de las 
secuencias lineales de proteínas o ácidos nucleicos. 
Otra herramienta importante al trabajar con glúci- 
dos es la síntesis química que se ha convertido en un 
medio poderoso para entender las funciones biológicas 
de los glucosaminoglucanos y oligosacáridos. La química 
que está en la base de tales síntesis es difícil pero en la 
actualidad los químicos expertos en glúcidos pueden 
sintetizar pequexños segmentos de casi cualquier gluco- 
saminoglucano, con la estereoquímica correcta, longitud 
de cadena y patrón de sulfatación así como oligosacári- 
dos significativamente más complejos que los que se 
muestran en la Figura 7-30, La síntesis de oligosacáridos 
en fase sólida se basa en los mismos principios (y tiene 
las mismas ventajas) que la síntesis de péptidos (véase 
le Fig. 3-32), pero requiere un conjunto de herramientas 
propias de la química de glúcidos: grupos de bloqueo y 
grupos activadores que permitan la síntesis de enlaces 
glucosídicos con el grupo hidroxilo correcto. Enzimas 
altamente purificados (glucosiltransferasas) deberían 
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FIGURA 7-39 Separación y cuantificación de los oligosacáridos en un 
grupo de glucoproteínas. En este experimento se trató la mezcla de pro- 
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teínas extraídas del tejido renal para liberar oligosacáridos de las gluco- 


proteínas siendo analizados mediante espectrometría de masas por desad- 
sorción/ ionización por láser facilitada por matriz (MALDI MS). Cada 
oligosacárido concreto produce un pico en su masa molecular mientras que 


ser de gran ayuda en la preparación de compuestos sin- 
téticos puros. Enfoques sintéticos de este tipo son 
representativos de un área de gran interés en la actuali- 
dad ya que es difícil purificar en cantidades suficientes 
oligosacáridos definidos a partir de su fuente natural. 

Para identificar proteínas con afinidad específica 
para oligosacáridos concretos se utilizan microchips 
de oligosacáridos. El principio es el mismo que el de 
los microchips de DNA (Figs. 9-22 y 9-23), pero los 
problemas técnicos son más complicados. Se unen oti- 
gosacáridos puros, en forma de microgotas, a un por- 
taobjetos de vidrio y se exponen a una lectina potencial 
(proteína fijadora de glucano) que ha sido marcada con 
una molécula fluorescente (Fig. 7-40). Después de 
eliminar por lavado toda la proteína que no ha sido 
absorbida, la observación de los microchips con un 
microscopio de fluorescencia identifica los oligosacári- 
dos reconocidos por la lectina; la cuantificación de la 
fluorescencia da una medida aproximada de la afinidad 
lectina-oligosacárido. 


RESUMEN 7.5 Trabajando con glúcidos 


MM” La determinación completa de la estructura de oli- 
gosacáridos y polisacáridos requiere establecer la 
secuencia lineal, las posiciones de ramificación, la con- 
figuración de cada unidad de monosacárido y las posi- 
ciones de los enlaces glucosídicos, un problema más 
complejo que el análisis de proteínas y ácidos nucleicos. 


E Las estructuras de los oJigosacáridos y de los polisa- 
cáridos se determinan normalmente mediante una com- 
binación de métodos: hidrólisis enzimática específica 
para determinar la estereoquímica en el enlace glucosídi- 
co y producir fragmentos menores para su posterior 
análisis; metilación para localizar los enlaces glucosídicos 
y una degradación escalonada para determinar la secuen- 
cia y la configuración de los carbonos anoméricos. 


E La espectrometría de masas y la espectroscopia de 
RMN de alta resolución, aplicables a pequeñas muestras de 
glúcidos, suministran información esencial sobre la secuen- 
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el área debajo de la curva refleja la cantidad de ese oligosacárido. Aquí el oli- 
gosacárido más prominente (masa 2837,4 u) está compuesto por 13 resi- 
duos de azúcar; en esta muestra, otros oligosacáridos que van de 7 a 19 
residuos también se resuelven con este método. (Fuente: Cortesía de Anne 
Dell. Reproducido con permiso de E. M. Comelli et al., Glycobiology, 16:17, 
2006, Fig. 3.] 


cia, la configuración en los carbonos anoméricos y en otros 
carbonos y las posiciones de los enlaces glucosídicos. 

Mi Métodos de síntesis en fase sólida proporcionan 
oligosacáridos definidos que son de gran valor en la 
exploración de las interacciones lectina-oligosacárido y 
que podrían ser de utilidad clínica. 

MM Microchips de oligosacáridos púros son útiles en la 
determinación de la especificidad y afinidad de unión de 
una lectina a oligosacáridos específicos. 


Términos clave 


Todos los términos en negrita están definidos en el glosario. 


glucoconjugado 243 
glúcido 243 
monosacárido 243 
oligosacárido 243 
disacárido 243 
polisacárido 243 
aldosa 244 
cetosa 244 
fórmulas de 

proyección 

de Fisher 244 
epímeros 245 
hemiacetal 245 
hemicetal 245 
anómeros 246 
carbono anomérico 246 
piranosa 246 
furanosa 246 
fórmulas en 

perspectiva 

de Haworth 247 
mutarrotación 248 
glucación 

de la hemoglobina 250 
azúcar reductor 251 
enlaces 


O-glucosídicos 252 
extremo reductor 252 
glucano 254 
homopolisacárido 254 
heteropolisacárido 254 
almidón 255 
glucógeno 256 
celulosa 257 
matriz extracelular 

(ECM) 260 
glucosaminoglucano 260 
hialuronano 261 
sulfato de 

condroitina 261 
sulfato 

de heparán 261 
proteoglucano 263 
glucoproteína 263 
glucoesfingo-lípido 263 
sindecano 264 
glupicano 264 
glucómica 268 
lectina 270 
selectinas 270 
microchips 
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FIGURA 7-40 Microchips de oligosacáridos para determinar la espe- 
cificidad y afinidad de la unión de glúcidos con las lectinas. Sobre un 
portaobjetos de vidrio se colocan soluciones de muestras puras de oligo- 
sacáridos, sintetizados o aislados de la naturaleza, en forma de gotas 
microscópicas. Los oligosacáridos se unen al vidrio mediante un espacia- 
dor inerte. Cada mancha representa un oligosacárido diferente. La mues- 
tra de proteína de la que se ha de analizar su afinidad hacia los oligosa- 
cáridos, se conjuga previamente con un marcador fluorescente y, a 
continuación, la muestra se vierte sobre el portaobjetos, se deja que se 
equilibre y finalmente la proteina no adsorbida se elimina por lavado. La 
observación del microchip con un microscopio de fluorescencia muestra 
qué manchas han absorbido proteína (brilla con color verde) mientras 
que una evaluación de la intensidad de la Muorescencia da una medida 
grosera de la afinidad de unión entre proteina y oligosacárido. [Fuente: 
información de P.H. Seeberger, Nature Chem. Biol. 5:368, 2009, Fig. 2a.] 
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E Problemas 


1. Azúcares alcoholes El oxígeno del grupo carbonilo se 
reduce dando un grupo hidroxilo en los derivados monosacári- 
dos conocidos como azúcares alcoholes. Por ejemplo, el p-gli- 
ceraldehído se puede reducir a glicerol. Sin embargo, este 
azúcar alcohol ya no se designa como D o L. ¿Por qué? 


2. Reconocimiento de epímeros Utilizando la Figura 7-3, 
identifique los epímeros de (a) n-alosa, (b) D-gulosa y (c) pri- 
bosa en los carbonos C-2, C-3 y 04. 


3. Los puntos de fusión de los derivados osazona de 
monosacáridos Muchos glúcidos reaccionan con la fenilhi- 
dracina (C*H"NHNHP) para formar derivados cristalinos de co- 
lor amarillo brillante conocidos como osazonas: 


H O 
Z 
i ai ai 
H—C—OH CeHsNHNH; C=NNHCsh; 
HO—C—H iie i 
Wi ai jik i 
ll cs H—C—OH 
CH¿0H CH¿0H 
Glucosa Derivado osazona 


de glucosa 


Las temperaturas de fusión de estos derivados se deter- 
minan fácilmente y son características de cada osa- 
zona. Esta información se utilizó para ayudar a identificar los 
monosacáridos antes del desarrollo de la HPLC o de la croma- 
tografía gas-líquido. Debajo hay un listado de los puntos de' 
fusión (P.F.) de algunos derivados aldosa-osazona: 


P.F. del monosacárido P.F. del derivado 
Monosacárido anhidro (°C) osazona (*C) 
Glucosa 146 205 
Manosa 132 205 
Galactosa 165-168 201 
Talosa 128-130 201 


Tal como se muestra en la tabla, ciertos pares de derivados 
tienen los mismos puntos de fusión, cosa que no ocurre en los 
monosacáridos no derivados. ¿Por qué la glucosa y la manosa 
por un lado y, la galactosa y la talosa por otro forman derivados 
osazona con los mismos puntos de fusión? 


4. Configuración y conformación ¿Qué enlace(s) de la 
a-pD-glucosa debe(n) romperse para cambiar su configuración 
a B-D-glucosa? ¿Qué enlace(s) para convertir una forma “silla” 
de la p-glucosa en la otra? 


5. Desoxiazúcares ¿Es la D-2-desoxigalactosa el mismo 
compuesto químico que la p-2-desoxiglucosa? Explíquelo. 


6. Estrucuras de azúcares Describa las características es- 
tructurales comunes y las diferencias para cada par: (a) celulosa 
y glucógeno, (b) p-glucosa y p-fructosa; (c) maltosa y sacarosa. 


7. Azúcares reductores Dibuje la fórmula estructural de la 
a-p-glucosil-(1—-6)-p-manosamina y englobe en un círculo la 
parte de esta estructura responsable de que el compuesto sea 
un azúcar reductor. 


8. Enlaces hemiacetal y glucosídico Explique las diferen- 
cias entre un hemiacetal y un glucósido. 
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9. Sabor a miel La fructosa de la miel se encuentra principal- 
mente en la forma P-D-piranosa. Éste es uno de los glúcidos 
más dulces conocidos, unas dos veces más dulce que la glu- 
cosa. La forma ¡2po-furanosa de la fructosa es mucho menos 
dulce. El dulzor de la miel disminuye gradualmente a elevadas 
temperaturas. Además, los jarabes de cereales con alto conte- 
nido de fructosa (un producto comercial en el cual la mayor 
parte de la glucosa del jarabe de cereales se transforma en 
fructosa) se utilizan para endulzar las bebidas frías, pero no 
las calientes. ¿Qué propiedad química de la fructosa podría 
justificar ambas observaciones? 


10. La glucosa oxidasa en la determinación de la 

glucosa en sangre El enzima glucosa oxidasa aislado 
a partir del hongo Penicillium notatum cataliza la oxidación 
de la P-D-glucosa a D-glucono-ó-lactona. Este enzima es alta- 
mente específico para el anómero f de la glucosa y no afecta al 


anómero «a. A pesar de esta especificidad, la reacción catali- 
zada por la glucosa oxidasa se usa normalmente en un ensayo 


clínico de determinación de glucosa total en sangre —en diso- - 


luciones que contienen una mezcla de 2- y a-p-glucosa. ¿Cuá- 
les son las circunstancias que permiten que esto sea posible? 
Además de perraitir la detección de menores cantidades de 
glucosa, ¿qué ventaja ofrece la glucosa oxidasa sobre el reac- 
tivo de Fehling en la determinación de la glucosa en sangre”? 


11. La invertasa “invierte” la sacarosa Por dulce que sea 
la sacarosa, una mezcla equimolar de sus monosacáridos cons- 
tituyentes, D-glucosa y D-fructosa, es más dulce. Además de 
aumentar el sabor dulce, la fructosa tiene propiedades higros- 
cópicas que mejoran la textura de los alimentos, reduciendo la 
cristalización y aumentando la humedad. 

En la industria alimentaria, la sacarosa hidrolizada se deno- 
mina azúcar invertido y el enzima de levadura que la hidroliza 
se denomina invertasa. La reacción hidrolítica se sigue general- 
mente midiendo la rotación específica de la solución, que es 
positiva (+66,49) para la sacarosa, pero que se vuelve negativa 
(se invierte) a medida que se forma más p-glucosa (rotación 
específica = +52,7 °) y D-fructosa (rotación específica = -92 °}. 

Partiendo de lo que sabe sobre la química del enlace glu- 
cosídico, ¿cómo hidrolizaría sacarosa para invertir el azúcar de 
manera no enzimática en una cocina casera? 


12. Fabricación de chocolates rellenos La fabricación de 
chocolates que contienen un relleno líquido es una aplicación 
interesante de la ingeniería enzimática. El relleno líquido está 
formado básicamente por una disolución acuosa de azúcares 
rica en fructosa que endulza su sabor. El dilema técnico es el 
siguiente: el recubrimiento de chocolate debe prepararse ver- 
tiendo chocolate fundido y caliente sobre un núcleo sólido (o 
casi sólido), y sin embargo el producto final debe tener un re- 
lleno líquido, rico en fructosa. Sugiera un modo de solucionar 
este problema. (Pista: La solubilidad de la sacarosa es mucho 
menor que la de una mezcla de glucosa y fructosa.) 


13. ¿Anómeros de la sacarosa? A pesar de que la lactosa se 
presenta en dos formas anoméricas, no se han descrito formas 
anoméricas de la sacarosa. ¿Por qué? 


14. Gentiobiosa La gentiobiosa (p-Glc($1—-6)o-Glc) es un 
disacárido que se encuentra en ciertos ghucósidos vegetales. Es- 
criba la estructura de la gentiobiosa basada en su nombre abre- 
viado. ¿Es un azúcar reductor? ¿Experimenta mutarrotación? 


15. Identificación de azúcares reductores ¿Es un azúcar 
reductor la N-acetil-4-p-glucosamina (Fig. 7-9)? ¿Y el D-gluco- 
nato? ¿Es un azúcar reductor el disacárido GleN(a1—10)Glc? 


16. Digestión de la celulosa La celulosa podría constituir 
una forma muy asequible y barata de glucosa, pero los huma- 
nos no la pueden digerir. ¿Por qué no? Si se le ofreciese un 
procedimiento que le permitiese adquirir esta capacidad, ¿lo 
aceptaría? ¿Por qué sí o por qué no? 


17. Propiedades físicas de la celulosa y el glucógeno La 
celulosa prácticamente pura obtenida a partir de los filamen- 
tos de la semilla de las plantas del género Gossypium (algo- 
dón) es resistente, fibrosa y completamente insoluble en agua. 
En cambio, el glucógeno obtenido a partir de músculo o hígado 
se solubiliza fácilmente en agua caliente dando lugar a una di- 
solución turbia. A pesar de que presentan propiedades físicas 
marcadamente diferentes, ambas sustancias están compues- 
tas por polímeros de p-glucosa, de masa molecular compara- 
ble, unidos por enlaces (1—4). ¿Cuáles son las características 
estructurales que hacen que estos dos polisacáridos difieran 
en sus propiedades físicas? Explique las ventajas biológicas de 
sus propiedades respectivas. 


18, Dimensiones de un polisacárido Compare las dimen- 
siones de una molécula de celulosa y una molécula de amilosa, 
cada una con M_ 200.000. 


19. Velocidad de crecimiento del bambú Las cañas de 
bambú, una planta tropical, pueden crecer a la asombrosa ve- 
locidad de 0,3 m/día en condiciones óptimas. Debido a que las 
cañas se componen casi totalmente de fibras de celulosa orien- 
tadas en la dirección del crecimiento, calcule el número de 
residuos de azúcar por segundo que deben añadirse enzimáti- 
camente a las cadenas de celulosa para justificar esta veloci- 
dad de crecimiento. Cada unidad de p-glucosa tiene una 
longitud aproximada de 0,5 nm una vez incorporada a la molé- 
cula de celulosa. 


20. El glucógeno como material de reserva energética: 
¿Durante cuánto tiempo es capaz de volar un ave de 
caza? Desde hace mucho tiempo, se ha observado que ciertas 
aves de caza tales como el urogallo, la codorniz y los faisanes 
se fatigan fácilmente. El historiador griego Jenofonte escribió: 
“Las avulardas... pueden ser capturadas si se las levanta con 
rapidez, puesto que son capaces de volar tan solo una corta 
distancia y, lo mismo que las perdices, se cansan enseguida; y 
su came es deliciosa.” Los músculos de las alas de las aves de 
caza dependen casi exclusivamente de la utilización de glu- 
cosa 1-fosfato como fuente de energía, en forma de ATP (Ca- 
pítulo 14). La glucosa 1-fosfato se forma por degradación del 
glucógeno almacenado en el músculo, catalizada por el enzima 
glucógeno fosforilasa. La velocidad de producción de ATP está 
limitada por la velocidad de degradación del glucógeno. Du- 
rante un “vuelo súbito”, la velocidad de degradación del glucó- 
geno en las aves de caza es bastante elevada, aproximadamente 
120 zomolmin de glucosa 1-fosfato producida por gramo de 
tejido fresco. Considerando que los músculos de las alas gene- 
ralmente contienen un 0,35% de glucógeno en peso, calcule 
durante cuánto tiempo puede volar un ave de caza. (Suponga 
una masa molecular media para un residuo de glucosa en el 
glucógeno de 162 g/mol). 


21. Estabilidad relativa de dos confórmeros Explique 
por qué las dos estructuras que se muestran en la Figura 7-18b 
son tan diferentes energéticamente (estabilidad). Pista: Véase 
la Figura 1-23. 


22. Volumen de sulfato de condroitina en disolución Una 
de las funciones más importantes del sulfato de condroitina es 
actuar como lubricante en las articulaciones óseas formando 


un medio parecido a un gel, capaz de resistir la fricción y los 
impactos. Esta función parece estar relacionada con una pro- 
piedad característica del sulfato de condroitina: el volumen 
ocupado por la molécula es mucho mayor en disolución que 
cuando forma un sólido deshidratado. ¿Por qué el volumen 
ocupado por la molécula es mucho mayor en disolución? 


23. Interacciones de la heparina La heparina es un 

glucosaminoglucano cargado muy negativamente, que 
se utiliza clínicamente como anticoagulante. Actúa uniéndose 
a varias proteínas del plasma, mcluida la antitrombina M que 
es un inhibidor de la coagulación sanguínea. Parece que la 
unión 1:1 de la heparina a la antitrombina II provoca un cam- 
bio conformacional en la proteína que incrementa mucho su 
capacidad para inhibir la coagulación. ¿Qué aminoácidos de la 
antitrombma HI es probable que interaccionen con la hepa- 
rina? 


24. Permutaciones de un trisacárido Piense sobre cómo 
se podría calcular el número de trisacáridos posibles constitui- 
dos por N-acetilglucosamina 4-sulfato (GIcNAca45S) y ácido glu- 
curónico (GicA), y escriba 10 de ellos. 


25. Efecto del ácido siálico sobre la electroforesis en 
gel de poliacrilamida con SDS Suponga que tiene cuatro 
formas de una proteína, todas ellas con secuencia de aminoá- 
cidos idéntica pero que contengan cero, uno, dos o tres cade- 
nas oligosacáridas que terminan, cada una de ellas en un 
residuo de ácido siálico. Dibuje el patrón del gel esperado 
cuando se somete una mezcla de estas cuatro glucoproteínas a 
electroforesis sobre gel de poliacrilamida en presencia de SDS 
(véase la Fig. 3-18) y se tiñen con un reactivo de proteína. 
Identifique las bandas en su dibujo. 


26. Contenido informativo de los oligosacáridos La por- 
ción de glúcido de algunas glucoproteínas puede servir de sitio 
de reconocimiento celular. Para ello, es necesario que los oligo- 
sacáridos de las glucoproteínas puedan adoptar una amplia va- 
riedad de formas. ¿Qué compuestos podrían dar lugar a una 
mayor variedad de estructuras: los oligopéptidos compuestos 
por cinco aminoácidos diferentes o los oligosacáridos cormpues- 
tos por cinco monosacáridos diferenies? Justifique su respuesta. 


27. Determinación del grado de ramificación de la ami- 
lopectina El grado de ramificación de la amilopectina (nú- 
mero de enlaces glucosídicos (a1—6)) se puede determinar 
mediante el siguiente procedimiento. Una muestra de amilo- 
pectina es tratada exhaustivamente con un agente metilante 
(yoduro de metilo) que reemplaza todos los hidrógenos de los 
grupos hidroxilo del azúcar por grupos metilo, convirtiendo los 
grupos —OH en grupos —OCH?. Todos los enlaces ghucosídicos 
de la muestra tratada se hidrolizan a continuación en una diso- 
lución acuosa ácida. Se determina la cantidad de 2,3-di-O-metil- 
glucosa en la muestra hidrolizada. 


CHOH 
Q 
H H H 
OCH; H 
HO 3 OH 
H OCH; 
2,3-Di-O-metilglucosa 


(a) Explique en qué se basa el método de determinación 
del número de puntos de ramificación (a1-——6) de la amilopec- 
tina. ¿Qué sucede con los residuos de glucosa no ramificados de 
la amilopectina durante los procesos de metilación e hidrólisis? 
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(b) Una muestra de amilopectina de 258 mg tratada del 
modo descrito anteriormente dio un rendimiento de 12,4 mg 
de 2,3-di-O-metilglucosa. Determine cuál es el porcentaje de 
residuos de glucosa que contienen un enlace de ramificación 
(a1-”6). (Considere que la masa molecular de un residuo de 
ghucosa en la amilopectina es 162 g/mol). 


28. Análisis estructural de un polisacárido Se aisló un 
polisacárido de estructura desconocida y se sometió a un pro- 
ceso de metilación exhaustiva y posterior hidrólisis. El análisis 
de los produetos reveló la presencia de tres azúcares metila- 
dos: 2,3,1-tri-O-metil-D-glucosa, 2,4-di-O-metil-D-glucosa y 
2,3,4,6-tetra-O-metil-.-glucosa en una relación 20:1:1, ¿Cuál 
es la estructura del polisacárido? 
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29. Determinación de la estructura de los antígenos del 
grupo sanguíneo ABO El sistema del grupo sanguíneo ABO 
humano se descubrió en 1901 y, en 1924, se demostró que este 
rasgo se heredaba en forma de un locus génico simple con tres 
alelos. En 1960, W.T.J. Morgan publicó un artículo en el que se 
resumía lo que se conocía en aquel momento sobre la estruc- 
tura de las moléculas de antígeno ABO. Cuando se publicó el 
artículo no se conocían aún las estructuras completas de los 
antígenos A, B y O; este trabajo constituye un ejemplo del as- 
pecto que tiene el conocimiento científico “en su formación”. 

En todo intento de determinar la estructura de un com- 
puesto biológico desconocido los investigadores se enfrentan a 
dos problemas fundamentales: (1) si se desconoce lo que ello 
es, ¿cómo saber si ello es puro? (2) si no sabe lo que ello es, 
¿cómo saber si las condiciones de extracción y purificación no 
han cambiado su estructura? Morgan enfocó el problema 1 
mediante varios métodos. Uno de los métodos descritos en su 
artículo consiste en observar “valores analíticos constantes 
después de pruebas de solubilidad fraccional. En este caso los 
“valores analíticos” consisten en medidas de la composición 
química, punto de fusión y otros. 

(a) Basándose en su conocimiento de las técnicas químicas 
¿qué significaba para Morgan “pruebas de solubilidad fraccional”? 

(b) ¿Por qué los valores analíticos obtenidos de las prue- 
bas de solubilidad fraccional de una sustancia pura habían de 
ser constantes mientras que los de una sustancia impura no 
eran constantes? 

Morgan se enfrontó al problema 2 utilizando un ensayo 
para medir la actividad inmunológica de la sustancia presente 
en diferentes muestras. 

(c) ¿Por qué fue tan importante en los estudios de Mor- 
gan, especialmente en referencia al problema 2, que esta 
prueba de actividad fuese cuantitativa (medición del nivel de 
actividad) y no simplemente cualitativa (medir sólo la presen- 
cia o ausencia de una sustancia? 

La estructura de los antígenos de grupo sanguíneo se 
muestra en la Figura 10-14. En su artículo, Morgan señaló va- 
rías propiedades de los tres antígenos A, B y O que se conocían 
en aquel momento: 


1. El antígeno tipo B tiene un mayor contenido en galac- 
tosa que el Ao el O, 

2. El antígeno del tipo A contiene más aminoazúcares que 
el Boelo. 

3. La razón glucosamina/galactosamina del antígeno A es 
aproximadamente de 1,2 mientras que para el B es 
aproximadamente 2,5. 
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(M)¿Cuál(es) de estos hallazgos es(son) consistente(s) con 
las estructuras conocidas de los antígenos de grupo sanguíneo? 

(e)¿Cómo explica las discrepancias entre los datos de 
Morgan y las estructuras conocidas? 

En trabajos posteriores, Morgan y sus colegas utilizaron una 
técnica ingeniosa para obtener información estructural acerca 
de los antígenos de grupo sanguíneo. Se habían encontrado en- 
zimas que degradaban específicamente los antígenos. Sin em- 
bargo, estos enzimas sólo se podían obtener en forma de 
preparaciones enzimáticas crudas que quizás contenían más de 
un enzima de especificidad desconocida. La degradación de los 
antígenos de grupo sanguíneo por estos enzimas se podía inhibir 
mediante la adición de moléculas de azúcares particulares a la 
reacción. Sólo los azúcares encontrados en los antígenos de tipo 
sanguíneo podían producir la inhibición, Una preparación enzi- 
mática, aislada del protozoo Trichomonas foetus, degradaba 
los tres antígenos y era inhibido por la adición de ciertos azúca- 
res. Los resultados de estos estudios se resumen en la tabla si- 
guiente, en la que se muestra el porcentaje de sustrato que 
permanecía intacto cuando el enzima de T. foetus actuaba sobre 
los antígenos de grupo sanguíneo en presencia de azúcares. 


Sustrato sin reaccionar (%) 
Azúcar añadido Antígeno A Antígeno B  Antígeno O 
Control (sin azúcar) a 1 1 
L-Fucosa 3 1 100 
D-Fucosa 3 1 1 
L-Galactosa 3 l 3 
D-Galactosa 6 100 1 
N-Acetilglucosamina 3 1 l 
N-Acetilgalactosamina 100 6 1 


En el caso del antígeno O, la comparación entre el control y la 
L-fucosa muestra que la L-fucosa inhibe la degradación del an- 
tígeno. Esto constituye un ejemplo de inhibición por producto, 
en el que un exceso del producto de la reacción desplaza el 
equilibrio impidiendo que continúe la degradación del sus- 
trato. 

(fÐ) Aunque el antígeno O contiene galactosa, N-acetilglu- 
cosamina y N-acetilgalactosamina, ninguno de estos azúcares 
inhibió la degradación de este antígeno. Basándose en estos 
datos, la preparación enzimática de T. foetus ¿es una endo- o 
exoglucosidasa? (las endoglucosidasas rompen enlaces entre 
residuos del interior; las exoglucosidasas eliminan residuos 
uno a uno del extremo de un polímero). Explique su razona- 
miento. 

(g) La fucosa también está presente en los antígenos A y 
B. Basándose en la estruturas de estos antígenos ¿por qué la 
fucosa no puede impedir su degradación por el enzima de T 
foetus? ¿Qué estructura se produciría? 

(h)¿Qué resultados en (f) y (4) están de acuerdo con las 
estructuras mostradas en la Figura 10-14? Explíquelo. 
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CAPÍTULO 8 


Nucleótidos 


y ácidos nucleicos 


Los medios para el autoaprendizaje que le ayudarán a practicar lo que ha aprendido y a consolidar los conceptos de este 


Capítulo se encuentran en www.macmillan.learling.com/LehningerBiochemistry7e. 
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de funciones en el metabolismo celular. Garantizan 

los intercambios energéticos, actúan como señales 
químicas en los sistemas celulares en respuesta a hor- 
monas y otros estímulos extracelulares y son también 
componentes estructurales de una serie de cofactores 
enzimáticos e intermediarios metabólicos. Por último, 
aunque no menos importante, son los constituyentes de 
los ácidos nucleicos: ácido desoxirribonucleico 
(DNA) y ácido ribonucleico (RNA), que son los 
depositarios moleculares de la información genética. La 
estructura de todas las proteínas, y en último término 
de todas las biomoléculas y de cada uno de los compo- 
nentes celulares, es producto de la información progra- 
mada en la secuencia de nucleótidos de los ácidos 
nucleicos celulares (o virales). La capacidad de almace- 
nar y transmitir información genética de una generación 
a la siguiente es un requisito esencial para la vida. 

Este capítulo ofrece una visión general de la natu- 
raleza química de los nucleótidos y los ácidos nucleicos 
presentes en las células. En la Parte HI examinaremos 
más detalladamente la función de los ácidos nucleicos. 


| | os nucleótidos desempeñan una amplia variedad 


8.1 Algunos conceptos básicos 


En la secuencia nucleotídica del DNA celular se 
encuentran especificadas las secuencias de aminoáci- 
dos de todas las proteínas y las secuencias de nucleó- 
tidos de todas las moléculas de RNA de la célula. Un 
segmento de DNA que contenga la información nece- 
saria para la síntesis de un producto biológico funcio- 
nal, se trate de una proteína o de un RNA, recibe el 
nombre de gen. Una célula comúnmente posee muchos 


A —— 


miles de genes y, por tanto, no resulta sorprendente 
que las moléculas de DNA suelan ser muy grandes. Las 
únicas funciones conocidas del DNA son el almacena- 
miento y la transmisión de la información biológica. 

En la célula se encuentran varias clases de RNA, 
que cubren una más amplia variedad de funciones. Los 
RNA ribosómicos (rRNA) son componentes de los 
ribosomas, complejos que llevan a cabo la síntesis de 
proteínas. Los RNA mensajeros (mRNA) actúan de 
intermediarios, transportando la información genética 
desde un gen o unos pocos genes hasta el ribosoma, 
donde se sintetizan las correspondientes proteínas. Los 
RNA de trasferencia (tRNA) son moléculas adapta- 
doras que traducen con fidelidad la información conte- 
nida en el mRNA a secuencias específicas de aminoáci- 
dos. Además de estas clases principales, hay una amplia 
variedad de RNA que desempeñan funciones específi- 
cas, descritas en profundidad en la Parte M. 


Los nucleótidos y los ácidos nucleicos contienen bases 
y pentosas caracteristicas 


Los nucleótidos están formados por tres componen- 
tes característicos: (1) una base nitrogenada (que 
contiene nitrógeno), (2) una pentosa y (3) uno o más 
fosfatos (Fig. 8-1). La molécula sin el grupo fosfato se 
denomina nucleósido. Las bases nitrogenadas son 
derivados de dos compuestos parentales, pirimidina y 
purina. Las bases y las pentosas de los nucleótidos 
comunes son compuestos heterocíclicos. 


>> Convención clave: Los átomos de carbono y de nitróge- 
no de las estructuras parentales se nameran convencio- 
nalmente con el fin de facilitar la nomenclatura y la 
identificación de sus muchos derivados. Las convencio- 
nes adoptadas para los anillos de pentosa siguen las 
reglas indicadas en el Capítulo 7, pero a los números de 
los átomos de carbono de las pentosas de los nucleóti- 
dos y nucleósidos se les añade el símbolo prima (*) para 
distinguirlos de los átomos numerados de las bases 
mitrogenadas.(<t 
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Base 
purínica o 
pirimidinica 


Pentosa 
(a) 
; ; 
Pa FEN —N 
N $ CH WE SCAR 
L3 el p al “a 
HE ¿CH HE -CA 
N N H 
(b) Pirimidina Purina 


FIGURA 8-1 Estructura de los nucleótidos. (a) Estructura general de 
los nucieótidos con la numeración convencional det anillo de la pentosa. 
Se muestra la estructura de un ribonucleótido. En los desoxirribonucieó- 
tidos un -H reemplaza al grupo -OH del carbono 2' (en rojo). (b) Los 
compuestos parentales de los que derivan las bases purínicas y pirimidi- 
nicas de los nucieótidos y de los ácidos nucteicos, con especificación de 
las convenciones para la numeración 


La base de un nucleótido está unida covalente- 
mente (a través del N-1 en las pirimidinas y el N-9 en 
las purinas) mediante un enlace N-$-glucosídico con el 
carbono 1' de la pentosa, y el fosfato está esterificado 
con el carbono 5'. El enlace N-P-glucosídico se forma 
por eliminación de agua (un grupo hidroxilo de la pen- 
tosa y un hidrógeno de la base), como en la formación 
de los enlaces O-glucosídicos (véase la Fig. 7-30). 

Tanto el DNA como el RNA contienen dos bases 
purímicas principales, la adenina (A) y la guanina 
(G), y dos bases pirimidínicas principales. Tanto en el 
DNA como el RNA una de las pirimidinas es la citosi- 
na (C), pero la segunda base pirimidínica es timina 
(T) en el DNA y uracilo (U) en el RNA. Sólo raramen- 
te se encuentra timina en el RNA o uracilo en el DNA. 
En la Figura 8-2 se muestran las estructuras de las 
cinco bases principales y en la Tabla 8-1 se resume la 
nomenclatura de sus correspondientes nucleótidos y 
nucleósidos. 
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FIGURA 8-2 Principales bases purínicas y pirimidínicas de los ácidos 
nucleicos. Algunos de los nombres comunes de estos compuestos refle- 
jan las circunstancias de su descubrimiento. La guanina, por ejemplo, se 
aisló por vez primera del guano (estiércol de aves) y la timina se aisló 
por primera vez de tejido del timo. 


Los ácidos nucleicos contienen dos tipos de pento- 
sas. Los desoxirribonucleótidos del DNA contienen 
2 -desoxi-p-ribosa, y los ribonucleótidos del RNA con- 
tienen Db-ribosa. En los nucleótidos, ambos tipos de 
pentosa se encuentran en la forma P-furanosa (anillo 
pentagonal cerrado). Tal como muestra la Figura 8-3, 
el anillo de la pentosa no es plano, sino que presenta 
diversas conformaciones, designadas generalmente 
como formas “ahuecadas”. 


>> Convención dave: Aunque son dos los aspectos que 
distinguen el DNA del RNA -diferentes pentosas y la 
presencia de uracilo en el RNA y de timina en el DNA- 
son las pentosas las que definen la identidad de un 
ácido nucleico. Si el ácido nucleico contiene 
2 -desoxi-p-ribosa es DNA por definición aunque pueda 
contener uracilo, Del mismo modo, si el ácido nucleico 
contiene D-ribosa, es RNA con independencia de su 
composición en bases. €< 


TABLA 8-1 Nomenclatura de los nucleótidos y lo: 
| Base Nudleósido 
AE A 
| Purinas o 
| Adenina Adenosina 
| Desoxiadenosina 
Guanina Guanosina 
| Desoxiguanosina 
- Pirimidinas 
| Citosina —— Citidina 
Desoxicitidina 
| Timina Timidina o desoxitimidina 
|! Uracilo Uridina 


Nucleótido Acido nucleico 
Adenilato RNA 
Desoxiadenilato DNA 

Guanilato RNA | 
Desoxiguanilato DNA | 
Citidilato RNA 
Desoxicitidilato DNA 

Timidilato o desoxitimidilato DNA 

uridilato RNA 


A A XXX Pe e a a a e e e a -ii 


Nota: “Nucleósido” y “nucleótido” son términos genéricos que incluyen tanto las formas ribo- como las desoxirribo-. Tanto los ribonucleósidos 
como los ribonucieótidos se designan aquí simplemente como nucleósidos y nucleótidos (p.ej., la riboadenosina se denomina adenosina) y los 
desoxirribonucieósidos y desoxirribonucieótidos como desoxinucleósidos y desoxinucieótidos (p.ej. la desoxirriboadenosina se denomina 
desoxiadenosina). Ambas nomenclaturas son aceptables, pero se utilizan más comúnmente las denominaciones más cortas. La timina es una 
excepción, se utiliza el nombre “ribotimidina” para poner de manifiesto su presencia poco habitual en el ANA. 


P-Furanosa 


FIGURA 8-3 Conformaciones de la ribosa. (a) En disolución, las tor- 
mas lineal (aldehido) y cíclica (8-furanosa) de la ribosa libre están en 
equilibrio. El RNA contiene únicamente la forma cíclica, 4-D-ribofura- 
nosa. La desoxirribosa sufre una interconversión similar en disolución, 
pero en el DNA sólo se encuentra coma 4-2'-desoxi-D-ribofuranosa. (b) 


La Figura 8-4 muestra las estructuras y los nom- 
bres de los cuatro desoxirribonucleótidos principa- 
les (desoxirribonucleósidos 5'-monofosfato), las unida- 
des estructurales del DNA, y los cuatro ribonucleóti- 
dos principales (ribonucleósidos 5'-monofosfato), las 
unidades estructurales de los RNA. 


(b) C-2' exo 


Los anillos de ribofuranosa pueden existir en los nucleótidos en cuatro 
conformaciones distintas. En todos los casos, cuatro de los cinco átomos 
están prácticamente en un solo plano. El quinto átomo (C-2' o C-3 se 
encuentra en el mismo lado (endo) o en el lado opuesto (exo) del plano 
que el átomo C-5". 


Aunque la mayoría de nucleótidos contienen sola- 
mente las purinas y pirimidinas principales, tanto el 
DNA como el RNA contienen también otras bases 
secundarias o minoritarias (Fig. 8-5). En el DNA, las 
más comunes de éstas son las formas metiladas de las 
bases principales; en algunos DNA víricos, ciertas bases 


A, dA, JAMP G, dG, dGMP 


Desoxiguanosina 


T, dT, IMP 
Desoxitimidina 


C, dC, dCMP 
Desoxicitidina 


(a) Desoxirribonucieótidos 
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Nucleótido:  Adenilato (adenosina Guanilato (guanosina Uridilato (uridina Citidilato (citidina 
5'-monofosfato) S'-monofostato) 5'-monofostato) 5'-monofosfato) 
Símbolos: A, AMP G, GMP U, UMP C, CMP 
Nucieósido: Adenosina Guanosina Uridina Citidina 
(b) Ribonucieótido 


FIGURA 8-4 Desoxirribonucleótidos y ribonucleótidos de los ácidos 
nucleicos. Todos los nucleótidos se muestran en su forma tibre a pH 7,0. 
Las unidades nucleotídicas del DNA (a) suelen simbolizarse por A, G, T 
y C, y en ocasiones por dA, dG, dT y dC; las del RNA (b) por A, G, U y 
C. En su forma libre, los desoxirribonucleótidos se suelen abreviar como 
dAMP, dGMP, dTMP y dCMP; los ribonucieótidos, como AMP, GMP, 


UMP y CMP. En cada nucleótido de la figura, el nombre más común va 
seguido por el nombre completo entre paréntesis. Todas las abreviaturas 
suponen que el grupo fosfato se encuentra en posición 5'. La parte 
nucleosídica de cada molécula está sombreada de rosa. En esta ilustra- 
ción y en las siguientes no se muestran los carbonos del anilto, 
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FIGURA 8-5 Algunas bases purínicas y pirimidinicas secundarias en 
su forma nucleosídica, (a) Bases minoritarias en el DNA. La 5-metilciti- 
dina está presente en el DNA de animales y plantas superiores, ta 
A*-metiladenosina en el DNA bacteriano y la 5-hidroximetilcitidina en el 
DNA de animales y de bacterias infectadas por diversos bacteriófagos. 
(b) Algunas bases minoritarias presentes en los tRNA. La inoisina con- 
tiene la base hipoxantina. Obsérvese que la pseudouridina, al iguaí que la 
uridina, contiene uracilo; se distinguen por el punto de unión a la ribosa: 
en la uridina, el uracilo se une por N-1, el punto de unión normal para las 
pirimidinas, mientras que en el pseudouracilo se une a través del C-S. 


puedan estar hidroximetiladas o glucosiladas. Las bases 
alteradas o poco comunes del DNA sirven a menudo 
como señales específicas para la regulación o la protec- 
ción de la información genética. En el RNA, y en espe- 
cial en el tRNA, se encuentran también bases secunda- 
rias de muchos tipos (véase la Fig. 8-25 y la Fig. 26-22). 


>» Convención dave: La nomenclatura de las bases secun- 
darias puede resultar confusa. Muchas tienen nombres 
comunes, al igual que las bases principales, como, por 
ejemplo, la hipoxantina, cuyo nucleósido, inosina, se 
muestra en la Figura 8-5. Para las formas sustituidas de 
estas bases, cuando la sustitución tiene lugar en un 
átomo de los anillos de purina o pirimidina, la conven- 
ción más habitual (la utilizada aquí) consiste simple- 
mente en indicar la posición en el anillo donde se ha 
producido la sustitución: por ejemplo, 5-metilcitosina, 
7-metilguanina y 5-hidroximetilcitosina (mostradas en 
su forma nucleosídica en la Fig. 8-5). El elemento (N, C, 
O) al cual está unido el sustituyente no se especifica. 
La convención cambia cuando el átomo sustituido es 
exocíchico (no incluido en el anillo), en cuyo caso se 
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Adenosina 2',3' 
-monofosfato ciclico 


Adenosina 3'-monofostato 


FIGURA 8-6 Algunos monofostatos de adenosina. Adenosina 2'-mono- 
fosfato, 3'-monofostato, y 2' 3'-monofosfato cíclico, compuestos interme- 
dios de la hidrólisis enzimática y alcalina del RNA. 


identifica el tipo de átomo y se indica la posición del 
anillo a la que se encuentra unido mediante un superín- 
dice. El nitrógeno amínico unido al C-6 de la adenina se 
denominará N*;, análogamente, el oxígeno carbonílico y 
el nitrógeno amínico en C-6 y C-2 de la guanina se deno- 
minarán Of y N?, respectivamente. Ejemplos de esta 
nomenclatura son la N*-metiladenosina y la N*-metil- 
guanosina (Fig. 8-5). «< 


Las células también contienen nucleótidos con gru- 
pos fosfato en posiciones diferentes del carbono 5' (Fig. 
8-6). Los ribonucleósidos 2*,3"”-monofosfato cícli- 
cos son intermediarios aislables y los ribonucleósidos 
3"-monofosfato son productos finales de la hidrólisis 
del RNA por ciertas ribonucleasas. Otros ejemplos son 
la adenosina 3”,5'"-monofosfato cíclico (CAMP) y la gua- 
nosina 3",5'-monofosfato cíclico (CGMP), que se comen- 
tan al final de este capítulo. 


Los nucleótidos sucesivos de los ácidos nucleicos están 
unidos por enlaces fosfodiéster 


Los nucleótidos sucesivos tanto del DNA como del RNA 
están unidos covalentemente mediante “puentes” de 
grupos fosfato, en los que el grupo fosfato en 5' de un 
nucleótido está unido al grupo hidroxilo en 3’ del nucleó- 
tido siguiente mediante un enlace fosfodiéster (Fig. 
8-7). Por tanto, los esqueletos covalentes de los ácidos 
nucleicos consisten en residuos alternados de fosfato y 
pentosa, mientras que las bases pueden considerarse 
como grupos laterales unidos al esqueleto a intervalos 
regulares. Los esqueletos covalentes del DNA y el RNA 
son hidrofílicos. Los grupos hidroxilo de los residuos de 
azúcar forman enlaces de hidrógeno con el agua. Los 
grupos fosfato, con un pK, cercano a 0, se encuentran 
completamente ionizados y cargados negativamente a 
pH 7, y las cargas negativas se encuentran generalmente 
neutralizadas por interacciones iónicas con cargas posi- 
tivas de proteínas, iones metálicos o poliaminas. 


DNA RNA 


Extremo 5' 
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diéster 
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FIGURA 8-7 Enlaces fosfodiéster del esqueleto covalente del DNA y 
el RNA. Los enlaces fosfodiéster (uno de los cuales está sombreado en 
el DNA) unen los nucleótidos sucesivos. El esqueleto de pentosas y gru- 
pos fosfato alternados en ambos tipos de ácido nucleico es muy polar. 
Los extremos 5' y 3' de la macromolécula pueden encontrarse libres o 
pueden estar unidos a un grupo fosforilo. 


>) Convención clave: Todos los enlaces fosfodiéster en el 
DNA y el RNA tienen la misma orientación a lo largo de la 
cadena (Fig. 8-7), con lo cual cada cadena lineal de ácido 
nucleico tiene una polaridad específica y extremos 5' y 3' 
diferenciados. Por definición, el extremo 5’ carece de 
nucleótido en posición 5”, mientras que el extremo 3” 
carece de nucleótido en posición 3”. Otros grupos (con 
frecuencia uno o más grupos fosfato) pueden estar pre- 


Derivado 2',3' 
-monofostato 
cíclico 


8.1 Algunos conceptos básicos 285 


sentes en uno o en ambos extremos. La orientación 5'a 3' 
de una cadena de ácido nucleico se refiere a los extremos 
de la cadena, no a la orientación de los enlaces fosfodiés- 
ter individuales que unen los nucleótidos que la forman. <« 


El esqueleto covalente del DNA y el RNA experi- 
menta una lenta hidrólisis no enzimática de los enlaces 
fosfodiéster. Al contrario del DNA, el RNA in vitro se 
hidroliza rápidamente en condiciones alcalinas; los gru- 
pos hidroxilo en 2* del RNA (ausentes en el DNA) están 
directamente implicados en el proceso. Los primeros 
productos de la acción del álcali sobre el RNA son 
nucleótidos 2”,3'-monofosfato cíclicos, los cuales son 
rápidamente hidrolizados para producir una mezcla de 
2- y 3'-nucleósidos monofosfato (Fig. 8-8). 

Las secuencias de nucleótidos de los ácidos nuclei- 
cos pueden representarse esquemáticamente, tal como 
se ilustra a continuación para um segmento de DNA de 
cinco nucleótidos. Los grupos fosfato se representan 
con el símbolo (P), y cada una de las desoxirribosas 
mediante una línea vertical que va del C-1” en la parte 
superior de la línea vertical al C-5' en la inferior (recuer- 
de, sin embargo, que en los ácidos nucleicos el azúcar se 
encuentra siempre en su forma de anillo cerrado, (4fu- 
ranosa). Las líneas que conectan nucleótidos (que 
pasan a través de (p)) se dibujan uniendo en diagonal el 
punto medio (C-3”) de la desoxirribosa de un nucieótido 
con el extremo inferior (C-5”) del siguiente. 


A Cc G T A 


Extremo 5' Extremo 3' 


a 


Otras representaciones más sencillas de este pen- 
tanucleótido son: pA-C-G-T-A y, PApCpGpTpA y pAC- 
GTA. 


32 Convención dave: la secuencia de una cadena sencilla 
de ácido nucleico se escribe siempre con el extremo 5 
a la izquierda y el 3' a la derecha; es decir, en la direc- 
ción 5—-3". «« 


H,O Mezcla de 
—— derivados 2'- y 3 
-monofosfato 


FIGURA 8-8 Hidrólisis del RNA en condiciones alcalinas. El 
grupo hidroxilo en 2’ actúa de nucleófilo en uma reacción de 
despiazamiento intramolecutar. El derivado 2',3"-monofosfato 
cíclico se hidroliza a su vez, dando lugar a una mezcla de deri- 
vados 2'- y 3'-monotfosfato. El DNA, que carece de grupo 
hidroxilo en 2”, es estable en condiciones similares. 
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Un ácido nucleico corto se denomina oligonucleó- 
tido. El calificativo de “corto” es en cierta medida arbi- 
trario, aunque el término oligonucleótido se utiliza a 
menudo para polímeros de hasta 50 nucleótidos. Los 
ácidos nucleicos de mayor longitud se denominan poli- 
nucleótidos. 


Las propiedades de las bases de los nucleótidos influyen 
en la estructura tridimensional de los ácidos nucleicos 


Las pirimidinas y purinas libres son compuestos débil- 
mente básicos y por ello se denominan bases. Las puri- 
nas y pirimidinas presentes en el DNA y el RNA son 
moléculas aromáticas (Fig. 8-2). Esta propiedad tiene 
efectos importantes sobre la estructura, la distribución 
electrónica y la capacidad de absorción de la huz por los 
ácidos nucleicos. La deslocalización de los electrones 
entre los átomos del anillo confiere a la mayoría de los 
enlaces el carácter de doble enlace parcial. En conse- 


cuencia, las pirimidinas son moléculas planas y las. 


purinas casi planas, con una ligera deformación. Las 
bases purínicas y pirimidímcas pueden existir en dos o 
más formas tautoméricas según el pH. Por ejemplo, el 
uracilo se presenta en las formas de lactama, lactima y 
doble lactima (Fig. 8-9). Las estructuras mostradas en 
la Figura 8-2 son los tautómeros predominantes a pH 
7,0. Todas las bases nucleotídicas absorben luz UV, y 
los ácidos nucleicos se caracterizan por una fuerte 
absorción a longitudes de onda cercanas a 260 nm 
(Fig. 8-10). 

Las bases purínicas y pirimidínicas son hidrofóbicas 
y relativamente insolubles en agua en el pH celular cer- 
cano a la neutralidad. A pH ácido o alcalino las bases 
adquieren carga y aumenta su solubilidad en agua. Las 
interacciones hidrofóbicas de apilamiento, que sitúan 
paralelamente los planos de los anillos de dos o más 
bases (de forma análoga a una pila de monedas) es uno 
de los dos tipos principales de interacción entre las 
bases. El apilamiento también involucra una combina- 
ción de interacciones de van der Waals y dipolo-dipolo 
entre las bases. El apilamiento de las bases ayuda a 
minimizar el contacto de las bases con el agua y es de 
gran importancia en la estabilización de la estructura 
tridimensional de los ácidos nucleicos, como describire- 
mos más adelante. 


FIGURA 8-10 Espectros de absorción de los nucleótidos comu- 
nes. Los espectros se muestran como la variación del coeficiente 
de extinción molar con la longitud de onda. Los coeficientes de 
extinción molar a 260 nm y pH 70 (Eg)? 5€ muestran en la tabia 
Los espectros de los ribonucleótidos y desoxirribonucieótidos 
correspondientes, así como los de los nucleósidos, son esencial- 
mente idénticos. Para las mezclas de nucleótidos se utiliza la longi- 
tud de onda de 260 nm (línea discontinua vertical) para las medi- 
das de absorción. 


Coeficiente de extinción molar, £ 
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FIGURA 8-9 Formas tautoméricas del uracilo. A pH 7,0, predomina la 
forma lactama; las otras formas adquieren más importancia al disminuir 
el pH. Las otras pirimidinas libres y las purinas libres también poseen 
formas tautoméricas, pero son mucho menos abundantes. 


Los grupos funcionales de las purinas y pirimidi- 
nas son los grupos carbonilo, los átomos de nitrógeno 
del anillo y los grupos amino exocíclicos. La formación 
de enlaces de hidrógeno, en los que participan los 
grupos amino y carbonilo, constituye el tipo principal 
de interacción entre dos (y en ocasiones tres o cua- 
tro) cadenas complementarias de ácido nucleico. Los 
patrones de enlaces de hidrógeno más frecuentes 
fueron definidos por James Watson y Francis Crick en 
1953; en éstos, la A se une específicamente con la T 
(o U} y la G se une con la C (Fig. 8-11). Estos dos 
tipos de pares de bases predominan en el DNA y el 
RNA de doble cadena, y los tautómeros que se mues- 
tran en la Figura 8-2 son los responsables de estos 
patrones de apareamiento. Este apareamiento especí- 
fico de las bases permite la duplicación de la informa- 
ción genética. como discutiremos más adelante en 
este capítulo. 


Francis Crick, 1916-2004 
“Fieme: UPI/Bettmann/Corbis.] 


James D. Watson 
[Fuente: UPI/Bettmarn/Corbis ] 
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FIGURA 8-11 Patrones de puentes de hidrógeno de los pares de bases defini- 
dos por Watson y Crick. Los puentes de hidrógeno están representados, como es 
habitual, por tres trazos azules. 
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RESUMEN 8.1 Conceptos básicos 


E Un nucleótido consiste en una base nitrogenada 
(purina o pirimidina), un azúcar pentosa y uno o más 
grupos fosfato. Los ácidos nucleicos son polímeros de 
nucleótidos unidos por enlaces fosfodiéster entre el 
grupo 5'-hidroxilo de una pentosa y el grupo 3'-hidroxi- 
lo del siguiente. 

Æ Hay dos tipos de ácidos nucleicos: RNA y DNA. Los 
nucleótidos del RNA contienen ribosa y las bases pirimi- 
dínicas comunes son el uracilo y la citosina. En el DNA 
los nucleótidos contienen 2”-desoxirribosa y las bases 
pirimidínicas comunes son la timina y la citosina. Las 
purinas primarias son la adenina y la guanina tanto en el 
RNA como en el DNA. 


8.2 Estructura de los ácidos nucleicos 


El descubrimiento de la estructura del DNA por Watson 
y Crick en 1953 dio lugar a disciplinas completamente 
nuevas y repercutió en el curso de otras muchas ya 
establecidas. En este apartado nos centraremos en la 
estructura del DNA, en algunos pormenores de su des- 
cubrimiento y presentaremos los avances más recien- 
tes sobre el DNA. También describiremos la estructura 
del RNA. 

Como en el caso de la estructura de las proteínas 
(Capítulo 4), puede resultar de utilidad describir la 
estructura de los ácidos nucleicos en términos de nive- 
les de complejidad jerarquizados (estructura primaria, 
secundaria, terciaria). La estructura primaria de un 
ácido nucleico está definida por su estructura covalen- 
te y su secuencia de nucleótidos. Cualquier estructura 
regular y estable adoptada por algunos o por tados los 
nucleótidos de un ácido nucleico puede ser considera- 
da como estructura secundaria. Todas las estructuras 
descritas en el resto de este capítulo pueden englobar- 
se bajo el epígrafe de estructura secundaria. En gene- 
ral, se considera estructura terciaria el plegamiento 


complejo de los grandes cromosomas en la cromatina 
eucariótica y en el nucleoide bacteriano o el elaborado 


- plegamiento de las grandes moléculas de tRNA o rRNA. 


La estructura terciaria del DNA se trata en el Capítulo 
24 y la estructura terciaria del RNA se describe en el 
Capítulo 26. 


El DNA es una doble hélice que almacena 

información genética 

El DNA fue aislado y caracterizado por primera vez por 
Friedrich Miescher en 1868, A esta sustancia que conte- 
nía fósforo la denominó “nuclea”. Hasta la década de 
1940 con los trabajos de Oswald T. Avery, Colin MacLeod 
y Maclyn McCarty no hubo pruebas fehacientes de que 
el DNA fuese el material genético. Avery y colaborado- 
res mostraron que el DNA extraído de una cepa virulen- 
ta (causante de enfermedad) de la bacteria Streptococ- 
cus pneumoniae e inyectada en una cepa no virulenta 
de este mismo organismo, era capaz de transformar la 
cepa no virulenta en una cepa virulenta. Ello les llevó a 
la conclusión de que el DNA extraído de la cepa virulen- 
ta transportaba el mensaje genético de la virulencia. En 
1952, los experimentos de Alfred D. Hershey y Martha 
Chase, en los cuales estudiaron la infección de células 
bacterianas por un virus (bacteriófago), con el DNA o la 
proteína marcados radiactivamente, eliminaron cual- 
quier duda de que el DNA, y no la proteína, transporta- 
se la información genética. 

Otro elemento de gran importancia en el descubri- 
miento de la estructura del DNA fue el trabajo de Erwin 
Chargaff y colaboradores a finales de la década de 1940. 
Encontraron que las cantidades relativas de las cuatro 
bases de los nucleótidos del DNA variaban según el 
organismo, y que las cantidades relativas de ciertas 
bases eran prácticamente equivalentes. Estos datos, 
obtenidos a partir de los DNA de un gran número de 
especies diferentes, permitieron a Chargaff llegar a las 
siguientes conclusiones: 
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1. La composición en bases del DNA generalmente 
varía de una especie a otra. 

2. Las muestras de DNA aisladas a partir de tejidos 
diferentes de la misma especie tienen la misma 
composición en bases. 

3. La composición en bases del DNA de una deter- 
minada especie no varía con la edad del organis- 
mo, ni con su estado nutricional, ni con las varia- 
ciones ambientales. 

4. En todos los DNA celulares, independientemente 
de la especie, el número de residuos de adenosina 
es igual al de residuos de timidina (es decir, A = 
T), y el número de residuos de guanosina es igual 
al número de residuos de citidina (G = C). A par- 
tir de estas relaciones se deduce que la suma de 
los residuos de purina es igual a la suma de los 
residuos de pirimidina; es decir, A + G = T + C. 

Estas relaciones cuantitativas, a veces denominadas 
“reglas de Chargaff”, fueron confirmadas posteriormen- 
te por muchos investigadores. Fueron esenciales para la 
deducción de la estructura tridimensional del DNA y 
dieron pistas sobre cómo la información genética está 
codificada en el DNA y se transmite de generación en 
generación. 

Con el fin de estudiar más a fondo la estructura del 
DNA, Rosalind Franklin y Maurice Wilkins utilizaron el 
poderoso método de la difracción de rayos X (véase el 
Recuadro 4-5), para analizar fibras de DNA. A principios 
de la década de 1950 demostraron que el DNA produce 
un diagrama de difracción de rayos X característico 
(Fig. 8-12). El análisis de los diagramas permitió dedu- 
cir que las moléculas del DNA son helicoidales, con dos 
periodicidades a lo largo del eje longitudinal, una prima- 
ria de 3,4 Å y otra secundaria de 34 Å. El problema 
consistía, pues, en la construcción de un modelo tridi- 
mensional de la molécula de DNA que pudiera explicar 
no sólo los datos de difracción de rayos X, sino también 
las equivalencias específicas entre bases, A = T y G =C, 
descubiertas por Chargaff, así como otras propiedades 
químicas del DNA. 

James Watson y Francis Crick se basaron en esta 
información acumulada sobre el DNA para intentar 
deducir su estructura. En 1953 propusieron un modelo 
tridimensional para la estructura del DNA que tenía en 
cuenta todos los datos disponibles. Consiste en dos 
cadenas helicoidales enrolladas alrededor del mismo 
eje, formando una doble hélice dextrógira (en el Recua- 
dro 4-1 se describen las estructuras helicoidales dextró- 
giras y levógiras). Las cadenas hidrofílicas formadas por 
la desoxirribosa y los grupos fosfato alternados se 
encuentran en el exterior de la doble hélice, en contac- 
to con el agua circundante. El anillo furanosa de cada 
desoxirribosa adopta la conformación C-2 endo. Las 
bases purínicas y pirimidínicas de ambas cadenas están 
apiladas en el interior de la doble hélice, con sus estruc- 
turas en anillo, hidrofóbicas y prácticamente planas, 
situadas a muy corta distancia unas de otras y en posi- 
ción perpendicular al eje longitudinal de la hélice. La 
relación espacial de las dos cadenas da lugar a la forma- 
ción de un surco mayor y un surco menor en la 
superficie de la doble hélice (Fig. 8-13). Cada base de 
un nucleótido de una cadena está apareada en el mismo 
plano con una base de la otra cadena. Watson y Crick 
encontraron que los pares de bases unidos por enlaces 


FIGURA 8-12 Diagrama de difracción de rayos X del DNA. Las man- 
chas centrales en forma de cruz revelan la presencia de una estructura 
en hélice. Las bandas más intensas a la derecha y a la izquierda corres- 
ponden a la repetición de bases. 


de hidrógeno, que se ilustran en la Figura 8-11, G con € 
y A con T, eran los que mejor encajaban en la estructu- 
ra, proporcionando así una explicación para la regla de 
Chargaff, según la cual en todos los DNA, G=C y A=T. 
Es importante observar que se pueden formar tres enla- 
ces de hidrógeno entre G y C, simbolizados por G = C, 
mientras que solamente se pueden formar dos entre A 
y T, simbolizados por A=T. Esta es una de las razones 
de la mayor dificultad para separar las hebras apareadas 
del DNA cuanto mayor sea la relación de pares de bases 
G=C con respecto a los A=T. Otros apareamientos dife- 
rentes tienden, en mayor o menor medida, a desestabi- 
lizar la estructura en doble hélice. 

Cuando Watson y Crick construyeron su modelo 
tuvieron que decidir desde el principio si las hebras del 
DNA debían ser paralelas o antiparalelas, es decir si 
sus enlaces 3, 5'-fosfodiéster debían tener la misma 
dirección o bien direcciones opuestas. La disposición 
antiparalela proporcionó el modelo más satisfactorio. 
Trabajos posteriores con DNA polimerasas (Capítulo 
25) aportaron argumentos experimentales a favor de 
que las hebras eran efectivamente antiparalelas, conclu- 
sión que fue definitivamente confirmada por análisis de 
difracción de rayos X. 

Con el fin de explicar las periodicidades observa- 
das en el diagrama de difracción de rayos X de fibras de 
DNA, Watson y Crick construyeron diversos modelos 
moleculares hasta llegar a una estructura con las bases 
apiadas verticalmente en el interior de la doble hélice 
y separadas por una distancia de 3,4 Á; la repetición 
secundaria de unos 34 Á fue tenida en cuenta con la 
incorporación de 10 pares de bases en cada vuelta com- 


Rosalind Franklin, "920-1958 
[Fuente: Science Source.] 


Maurice Wilkins, 1916-2004 
Fuente: UPI/Bettmann/Corbis.] 
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FIGURA 8-13 Modelo de Watson y Crick de la estructura del DNA. E!l 
modelo original propuesto por Watson y Crick tenia 10 pares de bases 
por vuelta y 34 Á (3,4 nm) por vuelta de hélice. Mediciones posteriores 
han mostrado que hay 10,5 pares de bases por vuelta y 36 Á (3,6 nm) 
por vuelta. (a) Representación esquemática que muestra las dimensio- 
nes de ta hélice. (b) Modelo de varillas que muestra el esqueleto cova- 
lente y el apilamiento de las bases. (c) Modelo espacial de esferas. 


pleta de la doble hélice. En disolución acuosa, la 
estructura es ligeramente diferente de la encontrada 
en las fibras y posee 10,5 pares de bases por vuelta 
(Fig. 8-13). 

Como puede observarse en la Figura 8-14, las dos 
cadenas polinucleotídicas antiparalelas del DNA de 
doble hélice no son idénticas ni en secuencia ni en com- 
posición. En cambio, son complementarias entre sí. 
Siempre que haya adenina en una cadena, se encontrará 
timina en la otra; del mismo modo, la presencia de gua- 
nina en una cadena implica la presencia de citosina en 
la otra. La doble hélice o el dúplex del DNA se mantie- 
ne unido por enlaces de hidrógeno entre los pares de 
bases complementarias (Fig. 8-11) y por las interaccio- 
nes de apilamiento de las bases. La complementariedad 
de las hebras del DNA se debe a los enlaces de hidróge- 
no entre los pares de bases, sin embargo los enlaces de 
hidrógeno no contribuyen significativamente a la estabi- 
lidad de la estructura. La doble hélice está estabilizada 
principalmente por cationes metálicos, que apantallan 
las cargas negativas de los fosfatos, y por las interaccio- 
nes de apilamiento de las bases complementarias. Las 
interacciones de apilamiento entre pares G=C son más 
fuertes que las de los pares A=T adyacentes, incluyen- 
do las cuatro bases. Por ello los duplex con mayor con- 
tenido en G=C son más estables. 

Las características importantes del modelo del DNA 
en doble hélice están apoyadas por un gran número de 
resultados de tipo químico y biológico. Además, el pro- 
pio modelo sugirió de inmediato un mecanismo para la 
transmisión de la información genética. La característi- 
ca fundamental del modelo es la complementariedad de 
las dos hebras del DNA. Watson y Crick comprendieron, 
mucho antes de disponer de pruebas experimentales en 
su favor, que la replicación de la estructura podía tener 
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FIGURA 8-14 Complementaridad de 
las hebras en el DNA de doble hélice. 
Las cadenas antiparalelas complemen- 
tarias del DNA siguen las reglas de apa- 
reamiento propuestas por Watson y 
Crick. Las dos cadenas antiparalelas con 
apareamiento de bases tienen dilerente 
composición: la cadena de la ¡izquierda 
tiene una composición A, T, G, Cy la de 
la derecha, A, T, G, C.. La secuencia es 
también es diferente cuando ambas 
cadenas se leen en dirección 5 — 7. 
Observe las equivalencias de bases: Á = 
T yG =Cen el dúplex. 


lugar naturalmente a través de (1) la separación de las 
dos hebras y (2) la síntesis de hebras complementarias 
de cada una de ellas. Puesto que los nucleótidos de cada 
hebra nueva están unidos según una secuencia deter- 
minada por las reglas de apareamiento de bases indica- 
das anteriormente, cada hebra preexistente hace de 
molde para dirigir la síntesis de la hebra complementa- 
ria (Fig. 8-15). Estas hipótesis se confirmaron experi- 
mentalmente, comenzando así una revolución en la 
comprensión de la herencia biológica. 


Hebra 
parental 


Hebra 
parental 


Hebras hijas 


FIGURA 8-15 La replicación del DNA tal como fue sugerida por Wat- 
son y Crick. Las hebras preexistentes o “parentales” se separan, y cada 
una de ellas sirve de molde para ta biosíntesis de una hebra complemen- 
taria “hija” (en rosa). 


290  Nucleótidos y ácidos nudeicos 


Ei DNA puede adoptar diferentes formas tridimensionales 


El DNA es una molécula sumamente flexible. Es posible 
una rotación considerable alrededor de varios tipos de 
erdaces de las cadenas de azúcar-fosfato (fosfodesoxirri- 
bosa), y las fluctuaciones térmicas pueden provocar la 
curvatura, el estiramiento y el desapareamiento (fusión) 
de las hebras. En el DNA celular se observan muchas 
desviaciones significativas de la estructura de Watson y 
Crick, y algunas de ellas, si no todas, pueden jugar un 
papel importante en el metabolismo del DNA. Estas 
variaciones estructurales no tienen en general ningún 
efecto sobre las propiedades fundamentales del DNA 
definidas por Watson y Crick: complementariedad de las 
hebras, hebras antiparalelas y requerimiento de pares 
de bases A=T y G=C. 

La variación estructural del DNA refleja tres aspec- 
tos: las diferentes conformaciones posibles de la 
desoxirribosa, la rotación alrededor de enlaces adya- 


centes que forman el esqueleto de fosfodesoxirribosa- 


(Fig. 8-16a), y la libre rotación en torno del enlace 
C-1-N-glucosídico (Fig. 8-16b). Debido a impedimentos 
estéricos las purinas en los nucleótidos purínicos están 
limitadas a dos conformaciones estables respecto de la 
desoxirribosa, que se denominan syn y anti (Fig. 8-16b). 
Las primidinas están restringidas generalmente a la 
conformación anti a causa de la interferencia estérica 
entre el azúcar y el oxígeno carbonílico en C-2 de la 
pirimidina. 

La estructura del Watson y Crick se conoce tam- 
bién como forma B del DNA o B-DNA. La forma B es 
la estructura más estable que puede adoptar un DNA 
de secuencia al azar en condiciones fisiológicas, y es, 
por tanto, el punto de referencia estándar en los estu- 
dios sobre las propiedades del DNA. Las formas A y Z 
del DNA son dos variantes estructurales que han sido 
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FIGURA 8-16 Variación estructural del DNA. (a) La conformación de 
un nucleótido en el DNA se ve afectada por ta rotación en torno a siete 
enlaces diferentes. La rotación en torno a seis de estos enlaces es libre. 
La rotación limitada en torno del enlace 4 da lugar al ahuecamiento del 
anillo. Estas conformaciones son definidas como endo o exo según que 
el átomo se haya desplazado al mismo lado del plano que C-5' o al lada 
opuesto (véase también la Fig. 8-3b). (b) Sólo dos conformaciones están 
permitidas estéricamente a las purinas con respecto a la unión a la ribosa, 
la anti y la syn. Las pirimidinas se encuentran en la conformación anti. 
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tran en amarillo. El esqueleto fastodiéster se muestra corno un cordón azul. El color azul 
se usa en los restantes capítulos para representar las hebras del DNA, La tabia resume 
algunas de las propiedades de las tres formas del DNA. 


Sentido de la hélice  Dextrógira Levógira 
Diámetro 
Pares de bases 
por vuelta de hélice 11 12 
Translación por par 
de bases 
28A Inclinación de las 
bases respecto 
a la perpendicular 
al eje de la hélice 20° o 
Conformación C-3' endo C-2'endo para las 
“ahuecada” pirimidinas; 
del azúcar C-3'endo para 
Conformación Anti para las 
del enlace pirimidinas; 
glucosídico syn para las 
FIGURA 8-17 Comparación de las formas A, B y Z del DNA. Las estructuras mostra- 
das en la figura tienen todas ellas 36 pares de bases. Las ribosas y las bases se mues- 


Forma A Forma B Forma Z 


caracterizadas a fondo en estructuras cristalinas. Estas 
tres conformaciones del DNA se muestran en la Figu- 
ra 8-17, junto con un resumen de sus propiedades. La 
forma A predomina en disoluciones relativamente 
pobres en agua. El DNA permanece estructurado en 
una doble hélice dextrógira, pero la hélice es más grue- 
sa y el número de pares de bases por vuelta es 11, en 
lugar de los 10,5 del B-DNA. El plano de los pares de 
bases de la forma A tiene una inclinación de unos 20° 
con respecto a los pares de bases del B-DNA, por lo que 
los pares de bases en el A-DNA no son totalmente per- 
pendiculares al eje de la hélice. Estos cambios estruc- 
turales hacen que el surco ancho sea más profundo y el 
surco estrecho más superficial. Los reactivos utilizados 
para promover la cristalización del DNA tienden a des- 
hidratarlo y por eso muchos DNA cortos cristalizan en 
forma A. , 

El Z-DNA supone una desviación mucho más radi- 
cal con respecto a la forma B; la diferencia más clara es 
la rotación a izquierdas (levógira) de la hélice. Contiene 
12 pares de bases por vuelta, y la estructura es más 
delgada y alargada. El esqueleto del DNA adopta un 
plegamiento en zig-zag. Ciertas secuencias de nucleóti- 
dos se pliegan más fácilmente que otras en hélices Z 
levógiras. Los ejemplos más característicos son las 
secuencias en ias que se alternan pirimidinas y purinas, 
especialmente aquellas en las que se alternan Cy Go 
5-metil-C y G. Con el fin de formar parte de la doble 
hélice levógira del DNA las purinas adoptan la confor- 
mación syn alternando con pirimidinas en la conforma- 
ción anti. En el DNA Z el surco mayor es apenas obser- 
vable, mientras que el surco menor es estrecho y pro- 
fundo. 

No está claro todavía que el A-DNA se encuentre en 
las células, pero hay datos a favor de la presencia de 
fragmentos cortos (regiones) de Z-DNA tanto en bacte- 
rias como en eucariotas. Estas regiones de DNA pueden 
tener un papel (todavía por definir) en la regulación de 
la expresión de algunos genes o en la recombinación 
genética. 
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FIGURA 8-18 Palindromos y repeticiones especulares. Los palíndro- 
mos son secuencias de los ácidos nucleicos de doble cadena con sime- 
tría binaria. Para superponer una repetición (secuencia sombreada) 
sobre la otra debe realizarse una rotación de 180* alrededor del eje hori- 
zontal, y a continuación otra de 180% alrededor del eje vertical, tal como 
muestran las flechas coloreadas. Por su parte, una repetición especular 
presenta una secuencia simétrica en cada hebra. La superposición de 
una repetición sobre la otra requiere una Única rotación de 180° alrece- 
dor del eje vertical. 
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Algunas secuencias de DNA adoptan estructuras 
no habituales 


En cromosomas de gran tamaño se han encontrado 
otras variaciones estructurales dependientes de la 
secuencia que pueden afectar a las funciones y al meta- 
bolismo de segmentos de DNA situados en su inmediata 
vecindad. Por ejemplo, siempre que se encuentren cua- 
tro o más adenosinas consecutivas en una de las hebras 
se produce la curvatura de la hélice. Seis adenosinas 
seguidas provocan una curvatura de aproximadamente 
18°. La curvatura observada en ésta y otras secuencias 
puede tener importancia en la unión de algunas proteí- 
nas al DNA. 

Un tipo de secuencia bastante común en el DNA es 
el palíndromo. Un palíndromo es una palabra, frase o 
verso que se deletrea de manera idéntica leyéndola del 
derecho o del revés; por ejemplo, “Dábale arroz a la zorra 
el abad”. Este término se aplica a regiones del DNA con 
repeticiones invertidas de secuencia de bases con 
simetría binaria en las dos hebras del DNA (Fig. 8-18). 
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FIGURA 3-19 Horquillas y cruciformes. Las secuencias palindrómicas 
del DNA (o del RNA) pueden formar estructuras alternativas mediante 
apareamiento de bases intracatenario. (a) Cuando está implicada única- 
mente una de las hebras del DNA (o del RNA) se denomina estructura 
en horquilla. (b) Cuando están implicadas las dos hebras de un dúplex 
de DNA, la estructura se denomina cruciforme. El sombreado en azul 
resalta las secuencias asimétricas que pueden aparearse alternativa- 
mente con una secuencia complementaria en la misma hebra o en la 
hebra opuesta. 


292  Nudeótidos y ácidos nucleicos 
CH, 
> CH3 
Y-C- N / O, a` SN 
N a dl N, N 
je 
" H,, A ` j Y k- Y 
rÀ po O 
N f P 
c-r 
T=A+T 


FIGURA 8-20 Estructuras de DNA con tres o cuatro hebras. (a) 
Patrones de apareamiento de una forma de DNA tríplex bien caracterizada. 
El apareamiento de Hoogsteen se muestra en rojo en ambos casos. (b) 
DNA de hélice triple con dos hebras de pirimidina (rojo y blanco, secuencia 
TTCCT) y una hebra de purina (azul, secuencia AAGGAA) (tomado de 
PDB 1D 18CE). Las hebras azul y blanca son antiparalelas y están asociadas 
por patrones de apareamiento normales de Watson y Crick, La tercera 
hebra (toda de pirimidinas en rojo) es paralela a la hebra de purinas y está 
apareada con puentes de hidrógeno distintos de los de Watson y Crick. La 
vista es lateral y se representan seis tripletes. (c) Patrón de apareamiento 
de bases en la estructura del tetráplex de guanosina. {d} Cuatro tetráplex 
sucesivos de una estructura tetráplex G (PBD ID 244D). (e) Posibles 
variantes en la orientación de las hebras en un tetráplex G. [Fuentes: (b) 
Modified from PDB ID 1BCE, J. L. Asensio et al., Nucleic Acids Res. 26:3677, 
1998. (d) PDB ID 244D, G. Laughtan et al., Science 265:520, 1994] 


Estas secuencias son autocomplementarias en cada una 
de las hebras y tienen, por tanto, el potencial de formar 
estructuras en horquilla o estructuras cruciformes 
(en forma de cruz) (Fig. 8-19). Cuando la secuencia 
invertida se encuentra en ambas hebras del DNA, recibe 
el nombre de repetición especular. Las repeticiones 
especulares no tienen secuencias complementarias en la 
misma hebra por lo que no pueden formar estructuras 
en horquilla o cruciformes. Secuencias de este tipo se 
encuentran prácticamente en todas las moléculas de 
DNA de gran tamaño y pueden abarcar desde unos 
pocos a varios miles de pares de bases. Se desconoce en 
qué medida los palíndromos adoptan la estructura cruci- 
forme en las células, aunque se ha demostrado la exis- 
tencia in vivo de algunas estructuras cruciformes en 
Escherichia coli. Las secuencias autocomplementarias 
hacen que las hebras sencillas de DNA (o RNA) aisladas 
se plieguen en disolución en forma de estructuras com- 
plejas que contienen múltiples horquillas. 

Varias estructuras poco comunes del DNA constan 
de tres o incluso cuatro hebras. Los nucleótidos que 
participan en los pares de bases de Watson y Crick 
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(Figura 8-11) pueden formar puentes de hidrógeno adi- 
cionales, sobre todo con los grupos funcionales que se 
encuentran en el surco mayor. Por ejemplo, un residuo 
de-citidina (si está protonado) puede aparearse con el 
residuo guanosina de un par nucleotídico G=C, y la 
timidina puede aparearse con la adenosina de un par 
A=T (Figura 8-20a). Los átomos N-7, Of y N° de las 
purinas, que participan en los puentes de hidrógeno del 
DNA tríplex son conocidos como posiciones de 
Hoogsteen, y el apareamiento que no sigue el patrón 
de Watson y Crick se denomina apareamiento de 
Hoogsteen, en referencia a Karst Hoogsteen, quien en 
1963 sugirió por primera vez la posibilidad de este tipo 
de apareamiento. Los apareamientos de Hoogsteen per- 
miten la formación de DNA tríplex. Los tríplex mostra- 
dos en la Figura 8-20 (a, b} son más estables a pH bajo 
porque el triplete C=G-C* requiere una citosina proto- 
nada. En el tríplex, el pK, de esta citosina es >7,5, mien- 
tras que su valor normal es de 4,2. Los tríplex también 
se forman más fácilmente con largas secuencias que 
contengan sólo pirimidinas o sólo purinas en una de las 
hebras. Algunos tríplex contienen dos hebras de pirimi- 
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FIGURA 8-21 mRNA bacteriano. Diagramas esquemáticos de un 
mRNA monocistrónico (a) y de otro policistrónico (b) bacterianos. Los 
segmentos rojos representan el RNA que codifica un producto génico, 
los segmentos grises representan RNA no codificante. En el trascrito 
policistrónico, los tres genes están separados por RNA no codificante. 


dina y una hebra de purina, otros contienen dos hebras 
de purina y una de pirimidina. 

cuatro hebras de DNA también pueden aparearse 
para formar un tetráplex (cuadrúplex), pero sólo se 
forma con facilidad en secuencias de DNA con una alta 
proporción de residuos de guanosina (Figura 8-20c,d). 
El tetráplex de guanosina, o tetráplex G, es muy esta- 
ble en un amplio abanico de condiciones. La orientación 
de las hebras en el tetráplex puede variar tal como se 
muestra en la Figura 8-20e. 

En el DNA de células vivas, los sitios de reconoci- 
miento de muchas proteínas que se unen a secuencias 
específicas (Capítulo 28) tienen secuencias palindrómi- 
cas, y en las regiones implicadas en la regulación de la 
expresión de algunos genes eucarióticos se encuentran 
secuencias de polipurina y polipirimidina que pueden 
formar hélices triples. En principio, hebras de DNA sinté- 
tico, diseñadas para aparearse con estas secuencias y 
formar hélices triples podrían alterar la expresión génica. 
El control del metabolismo celular mediante estos méto- 
dos tiene cada vez mayor importancia comercial por sus 
potenciales aplicaciones en medicina y agricultura, 


Los RNA mensajeros codifican las cadenas polipeptídicas 


Ahora dirigiremos nuestra atención a la expresión de la 
información genética contenida en el DNA. El RNA, el 
segundo tipo principal de ácido nucleico de la célula, 
desempeña muchas funciones. En la expresión génica, 
actúa de intermediario en la conversión de la informa- 
ción codificada en el DNA en la secuencia de aminoáci- 
dos de las proteínas funcionales. 

En los eucariotas, el DNA se encuentra en su mayor 
parte confinado en el núcleo, mientras que la síntesis de 
proteínas tiene lugar en los ribosomas del citoplasma. Por 
lo tanto, una molécula distinta del DNA debe transportar 
el mensaje genético desde el núcleo hasta el citoplasma. 
Ya en la década de 1950, el RNA era considerado como el 
candidato natural: se encuentra tanto en el núcleo como 
en el citoplasma y el aumento de la síntesis proteica está 
acompañado de un aumento de la cantidad de RNA en el 
citoplasma y de un aumento de su velocidad de recambio. 
Estas y otras observaciones indujeron a algunos investiga- 
dores a proponer que el RNA transportaba la información 
genética desde el DNA hasta los ribosomas, donde se 
sintetizan las proteínas. En 1961, Francois Jacob y Jac- 
ques Monod presentaron una teoría unificada (esencial- 
mente correcta) de los diversos aspectos de este proceso. 
Propusieron el nombre de “RNA mensajero” (mRNA) 
para la fracción de RNA celular total que traslada la infor- 
mación genética desde el DNA a los ribosomas. Los 
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mRNA se forman sobre un molde de DNA en el proceso 
de la transcripción. Una vez han alcanzado los riboso- 
mas, los mensajeros actúan de molde para especificar las 
secuencias de aminoácidos de las cadenas polipeptídicas. 
A pesar de que la longitud de los MRNA de genes diferen- 
Les puede variar mucho, los mRNA de un gen determina- 
do tienen normalmente un tamaño definido. 

En las bacterias y arqueas, una única molécula de 
mRNA puede codificar una o varias cadenas polipeptídi- 
cas. Si únicamente contiene información para la sintesis 
de un solo polipéptido, el mRNA es monocistrónico, si 
codifica dos o más polipéptidos diferentes, el mRNA es 
policistrónico. Los mRNA eucarióticos son, en su 
mayoría, monocistrónicos. (El término cistrón, por 
cuanto afecta a esta discusión, es sinónimo de gen. El 
término tiene sus raíces históricas en la genética, pero 
su definición genética rigurosa va más aliá del ámbito de 
este texto). La longitud mínima de un mRNA viene 
determinada por la longitud de la cadena polipeptídica 
que codifica. Por ejemplo, una cadena polipeptídica de 
100 residuos aminoácidos requiere una secuencia codi- 
ficante de RNA de al menos 300 nucleótidos, puesto que 
cada aminoácido está codificado por un triplete de 
nucleótidos (éste y otros detalles de la síntesis proteica 
son tratados en el Capítulo 27). Sin embargo, los mRNA 
transcritos a partir del DNA son siempre algo más largos 
de lo estrictamente necesario para codificar una secuen- 
cia (o secuencias) polipeptídica(s). El RNA no codifi- 
cante adicional incluye secuencias que regulan la sínte- 
sis proteica, En la Figura 8-21 se resume la estructura 
general de los mRNA bacterianos. 


Muchos RNA tienen estructuras tridimensionales 
complejas 

El RNA mensajero es sólo una de las varias clases de 
RNA celulares. Los RNA de transferencia actúan como 
moléculas adaptadoras en la síntesis proteica; unidos 
covalentemente a un aminoácido por un extremo, se 
aparean con el mRNA, de tal forma que los aminoácidos 
se unen a la cadena polipeptídica en proceso de creci- 
miento con la secuencia correcta. Los RNA ribosómicos 
son componentes de los ribosomas. También se conoce 
una amplia variedad de RNA con funciones especiales, 
incluyendo algunos con actividad enzimática (denomi- 
nados ribozimas). Todos ellos se describen en detalle en 


- el Capítulo 26. Las diversas y a menudo, complejas fun- 


ciones de estos RNA son reflejo de una diversidad de 
estructuras mucho más rica que la observada en el 
DNA, 

El producto de la transcripción del DNA es siempre 
un RNA de cadena sencilla. Las monohebras tienden a 
adoptar una conformación helicoidal dextrógira, deter- 
minada por las interacciones de apilamiento de las 
bases (Fig. 8-22), que son más fuertes entre dos puri- 
nas que entre una purina y una pirimidina o entre dos 
pirimidinas. La interacción purina-purina es tan fuerte 
que una pirimidina que se encuentre entre dos purinas 
suele ser desplazada de la estructura de bases apiladas 
para que puedan interaccionar las dos purinas. Cual- 
quier secuencia autocomplementaria de la molécula 
dará lugar a estructuras más complejas. El RNA puede 
formar pares de bases con regiones complementarias de 
RNA o de DNA. Las reglas de apareamiento son las mis- 
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FIGURA 8-23 Estructura secundaria del RNA. (a) Protuberancia, 
bucle interno, y bucle en horquilla. (b) Las regiones apareadas adoptan 
generalmente una estructura en hélice dextrógira de la forma A, tal 
como se muestra para una horquilla (tomado de PDB ID 1GID). [Fuente: 
(b) Modified from PDB ID 1GID, J. H. Cate et al, Science 273:1678, 


FIGURA 8-22 Típico apilamiento dextrógiro de un RNA de cadena 
sencilla. Las bases se muestran en amarillo, los átomos de fóstoro en 
naranja y las ribosas y los oxígenos de los fosfatos en verde. El verde se 
usa en los siguientes capítulos para representar las hebras RNA, mien- 
iras que el azul se usa para representar el DNA. 


1996 ] 
FIGURA 8-24 Estructuras helicoidales apareadas de un RNA. Se E A 
. : A- 
muestra la posible estructura secundaria del RNA M1 componente del Sl > 
enzima RNasa P de £. coli, en la que se observan muchas horquillas. La 6 E E 
RNasa P contiene también un componente proteico (no representado). Gu 6 
r r . - , A 
Este enzima actúa en la maduración de los RNA de transferencia (véase e 
; , à Eh 
la Fig. 26-26). Los dos corchetes señalan secuencias complementarias ag k 
N, m . 140 G 
adicionales que pueden aparearse en la estructura tridimensional. Los ataka La 
n Ba A Carn 
puntos azules indican los pares de bases G=U (en el recuadro) que no R Al E 
. ` 180 
son de Watson y Crick. Hay que señalar que los pares de bases G=U se A EL 
A , Á A 
forman solamente cuando cadenas de RNA presintetizadas se pliegar o E A ¿ E Y p 
AT $ n ; : . uG 
hibridan entre sí. No hay RNA polimerasas (los enzimas que sintetizan md $ S q Le „ê 
, A G 
RNA sobre un molde de DNA) que inserten U enfrente de un molde de A y Yoo 
G, o viceversa, durante la síntesis del RNA.[Fuente: B. D. James et al., pi 100 jec 66 cuga 
j 
Cell 52.19, 1988] 207$ An guste gi) v 
A ri c zo uU a^ 
€ Cc ¿Y A 
NN u. 6 € 
= A G Bo u 
AG =c G A A 
Uo TCU c 
A 260 Aut Î ) 
-6 DA c l 
AAC A y $ 
T Ea o CANELA A 
so uk E | ECA‘ 280 
GC AA 6 
g6 GEA 6 
c X “ve 
G -300 
G £ 
A u 
A y 
A GA 
% r Peca 
u j G 
6o A Accadi; NG 
Q E P aS Saude . h e 
GAS YEGeuaaGY i uy. s 
GGA” NC G GG 330 A 
¿H—N cç e ` çü U-—A 
yy a GAW uS GC 
N O N aah 116€ A—U 
GS `y Y cu 
y c tuts i A—U 
N i u GAAGCUGALCAG-C 
„N N—H  Uracilo ar" re pidado SA; 
CUUUGACUGG o 
N r. £ A 
u £ 
NH) e A A 
Guanina U-30 mp-t 3 
Y A 


mas que en el DNA: la G se aparea con la € y la A con el 
U (o con los raros residuos de T de algunos RNA). Una 
diferencia destacable es que el apareamiento entre resi- 
duos de G y U, muy raro en el DNA, está permitido en 
el RNA (véase la Fig. 8-24) cuando secuencias comple- 
mentarias en dos hebras sencillas de RNA se aparean 
entre sí. Las hebras apareadas de RNA o de dúplex 
RNA- DNA son antiparalelas, como en el DNA. 

Cuando se aparean dos hebras de RNA de secuen- 
cias perfectamente complementarias, la estructura en 
doble hebra predominante es una doble hélice dextrógi- 
ra en forma A. Sm embargo, no son comunes hebras de 
RNA perfectamente apareadas en un largo trecho. Las 
estructuras tridimensionales de muchos RNA, al igual 
que las de las proteínas, son complejas y únicas. Las 
interacciones débiles, y en especial las interacciones de 
apilamiento de las bases, tienen un papel importante en 
la estabilización de la estructura del RNA, al igual que en 
el DNA. En el laboratorio se han conseguido hélices en 
forma Z (en condiciones de muy alta fuerza iónica o ele- 
vada temperatura). No se ha observado la forma B en el 
RNA. Son frecuentes las interrupciones en la hélice A 
regular a causa de bases no apareadas o incorrectamen- 
te apareadas en una o en las dos hebras, y ello da lugar 
a la formación de protuberancias o bucies internos 
(Fig. 8-23). Los bucles en horquilla se forman entre 
secuencias autocomplementarias (palindrómicas) cerca- 
nas en la hebra de RNA. El potencial de formación de 
estructuras helicoidales con apareamiento de bases es 
muy grande en muchos RNA (Fig. 8-24), y las horqui- 
llas resultantes son el tipo de estructura secundaria más 
común en el RNA. Secuencias cortas específicas (tales 
como UUCG) se encuentran a menudo en los extremos 
de las horquillas de RNA, y se ha observado que forman 
bucles muy rígidos y estables. Es posible que estas 
secuencias tengan un papel importante en la nucleación 
del plegamiemto de las moléculas de RNA en su estruc- 
tura tridimensional precisa, Otros enlaces de hidrógeno 
diferentes de los enlaces estándar definidos por los apa- 
reamientos de Watson y Crick también contribuyen a la 
estructura. Por ejemplo, el grupo 2'-hidroxilo de la ribo- 
sa puede formar un enlace de hidrógeno con otros gru- 
pos. Algunas de estas propiedades pueden observarse en 
la estructura del fenilalanil4RNA de levadura -el tRNA 
responsable de insertar residuos de Phe en los polipép- 
tidos- y en dos enzimas de RNA o ribozimas, cuyas pro- 
piedades, como las de las proteínas enzimáticas, depen- 
den de su estructura tridimensional (Fig. 8-25). 

El análisis de la estructura del RNA y de la relación 
entre su estructura y función es un tema emergente de 
investigación, que presenta un grado de complejidad 
equivalente al del análisis de la estructura de las proteí- 
nas. La importancia del conocimiento de la estructura 
del RNA crece a medida que aumenta la información 
sobre el gran número de funciones que llevan a cabo 
estas moléculas. 


RESUMEN 8.2 Estructura de los ácidos nucleicos 


E Hay muchos datos a favor de que el DNA contiene 
la información genética. Los primeros indicios resulta- 
ron del experimento de Avery-MacLeod-McCarty, que 
reveló que el DNA aislado de una cepa bacteriana puede 
mcorporarse y transformar a las células de otra cepa, 
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confiriéndoles algunas de las características heredables 
de la cepa donante. El experimento de Hershey-Chase 
mostró que el DNA de un virus bacteriano, pero no así 
su cápsida proteica, contiene el mensaje genético para 
la replicación del virus en la célula huésped. 

MW Combinando todos los datos disponibles, Watson y 
Crick propusieron que el DNA nativo consiste en dos 
cadenas antiparalelas dispuestas en forma de doble 
hélice dextrógira. Los pares de bases complementarios 
A=T y G=C se forman mediante puentes de hidróge- 
no dentro de la hélice. Los pares de bases están apila- 
dos perpendicularmente al eje mayor de la doble héli- 
ce, separados por 3,4 Á y con 10,5 pares de bases por 
vuelta. 

E El DNA puede adoptar diferentes formas estructu- 
rales. Dos variantes de la forma de Watson y Crick, o 
B-DNA, son el å- y el Z-DNA. Algunos cambios estruc- 
turales dependientes de secuencia provocan la curvatu- 
ra de la molécula de DNA. Hebras de DNA con secuen- 
cias apropiadas pueden formar bucles en horquilla o 
estructuras cruciformes o DNA tríplex o tetráplex. 

E ElRNA mensajero transfiere la información genéti- 
ca del DNA a los ribosomas para la síntesis proteica. El 
RNA de transferencia y el RNA ribosómico también 
intervienen en la síntesis proteica. El RNA puede ser 
estructuralmente complejo; las cadenas sencillas de 
RNA pueden formar horquillas, regiones de doble cade- 
na o bucles complejos. 
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El papel del DNA como depositario de la información - 
genética depende, en parte, de su estabilidad intrínse- 
ca. Las transformaciones químicas del DNA en ausencia 
de un catalizador enzimático son generalmente muy 
lentas. Sin embargo, el almacenamiento de la informa- 
ción a largo plazo sin que sufra alteraciones es tan 
importante para la célula que incluso reacciones muy 
lentas que alteren la estructura del DNA pueden tener 
repercusiones fisiológicas significativas. Procesos tales 
como la carcinogénesis y el envejecimiento pueden 
estar íntimamente asociados a la lenta acumulación de 
alteraciones irreversibles en el DNA. Otras alteraciones 
no destructivas, tales como la separación de las hebras 
previa a la replicación o la transcripción del DNA tam- 
bién son importantes. Además de proporcionarnos 
información sobre procesos biológicos, el conocimiento 
de la química de los ácidos nucleicos nos ha dotado de 
una poderosa gama de metodologías que tienen aplica- 
ción en biología molecular, medicina y medicina foren- 
se. A continuación examinaremos las propiedades quí- 
micas del DNA y algunas de estas tecnologías. 


El DNA y el RNA de doble hélice se pueden desnaturalizar 


Las disoluciones de DNA nativo que haya sido cuidado- 
samente aislado son muy viscosas a pH 7,0 y tempera- 
tura ambiente (25 °C). Cuando una disolución con estas 
características se somete a valores extremos de pH oa 
temperaturas superiores a 80 °C, su viscosidad descien- 
de abruptamente, lo cual indica que el DNA ha sufrido 
un cambio en su estado físico. Del mismo modo que el 
calor y los valores extremos de pH desnaturalizan las 
proteínas globulares, también provocan la desnaturali- 
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FIGURA 8-25 Estructura tridimensional del RNA. (a) Estructura tridi- 
mensional del tRNA de la fenilalanina de levadura (PDB ID ITRA). En este 
tRNA se muestran algunos apareamientos de bases na habituales. Observe 
también la participación del oxigeno de un enlace fosfodiéster en un enlace 
de hidrógeno, y de un grupo 2'-hidroxilo en otro (ambos en rojo). (b) 
Ribozima en cabeza de martillo (llamado así porque la estructura secundaria 
en el centro activo recuerda la cabeza de un martillo) de algunos virus vege- 
tales (proveniente de PDB ID 1MME). Las ribozimas, o enzimas de RNA, 
catalizan diversas reacciones, principalmente del metabolismo del RNA y de 


zación o fusión del DNA de doble hélice. La rotura de los 
enlaces de hidrógeno de los pares de bases y del apila- 
miento de las bases provoca el desenrollamiento de la 
doble hélice, para formar dos hebras sencillas separadas 
la una de la otra en toda o parte de su extensión (des- 
naturalización parcial). Los enlaces no covalentes del 
DNA se rompen (Fig. 8-26). 

La renaturalización de una molécula de DNA es un 
proceso rápido de un solo paso, siempre que todavía 
haya un segmento en doble hélice de una docena o más 
de residuos que mantenga unidas las dos hebras. Cuan- 
do la temperatura o el pH retornan a valores situados 
dentro de los márgenes en los que viven la mayoría de 
organismos, los segmentos desenrollados de las dos 
hebras vuelven a enrollarse espontáneamente, o a 
hibridar, para restablecer el dúplex intacto (Fig. 8-26). 
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la síntesis proteica. Las complejas estructuras tridimensionales de estos RNA 
reflejan la complejidad inherente a la catálisis, tal como se ha descrito para 
los enzimas proteicos en el Capítulo 6. (c) Segmento de mRNA, conocido 
como intrón, del protozoo ciliado Tetrahymena thermophila (obtenido de 
PDB ID 1GRZ). Este intrón (un ribozima) cataliza su propia escisión entre dos 
exones en una hebra de mRNA (examinado en el Capítulo 26). [Fuentes: (a) 
PDB 1D ITRA, E Westhof and M. Sundaralingam, Biochemistry 25:4868, 
1986, (b) Modified from PDB iD 1MME, W. G. Scott et al., Celf 81:991, 1995. 
(c) Modified from PDB iD 1GRZ, B. L. Golden et al., Science 282:259, 1998.] 


Sin embargo, si las dos hebras están completamente 
separadas, la renaturalización se produce en dos pasos. 
En el primero, relativamente lento, las dos hebras se 
“reconocen” mediante colisiones al azar hasta formar un 
fragmento corto de doble hélice complementaria. El 
segundo paso es mucho más rápido: las bases no apa- 
readas restantes entran en registro y se aparean sucesi- 
vamente como en una “cremallera” para formar la doble 
hélice. 

Las interacciones de apilamiento de las bases de los 
ácidos nucleicos causan una disminución de la absor- 
ción de la luz UY, en relación con la absorción de una 
disolución de nucleótidos de la misma concentración, la 
absorción disminuye todavía más cuando se forma la 
doble cadena complementaria. Este fenómeno se deno- 
mina efecto hipocrómico. La desnaturalización de un 


DNA en doble hélice 


Hibridación 


DNA parcialmente desnaturalizado 


Asociación 
de las hebras por 
apareamiento de bases 


Separación 
de las hebras 


Hebras de DNA 
desestructuradas en ovillo estadístico 


FIGURA 8-26 Desnaturalización e hibridación (renaturalización) 
reversibles del DNA. 


ácido nucleico de doble cadena produce el efecto con- 
trario, es decir, un incremento de la absorción, denomi- 
nado efecto hipererómico. La transición del DNA de 
cadena doble a la forma de cadena sencilla desnaturali- 
zada puede seguirse, por tanto, midiendo la absorción 
de luz UV de 260 nm. 

Las moléculas de DNA bacteriano o vírico en diso- 
lución se desnaturalizan cuando se calientan lentamen- 
te (Fig. 8-27). Cada especie de DNA tiene una tempe- 
ratura de desnaturalización característica, denominada 
punto de fusión (t ; específicamente, la temperatura a 
la cual la mitad del DNA se encuentra como hebras 
sencillas separadas): cuanto mayor es el contenido de 
G=C, más alto es el punto de fusión del DNA, Ello es 
debido a que los pares de bases G=C, con tres puentes 
de hidrógeno, requieren más energía calorífica para 
disociarse que los pares A=T. La medición del punto de 
fusión de una muestra de DNA, en condiciones de pH y 
fuerza iónica definidas, puede proporcionar una estima- 
ción de su composición en bases. Si se controlan con 
cuidado las condiciones de desnaturalización, las regio- 
nes ricas en pares A=T se desnaturalizarán específica- 
mente, mientras que la mayor parte del DNA seguirá en 
forma de doble hebra. Estas regiones desnaturalizadas 
(denominadas burbujas) pueden observarse con el 
microscopio electrónico (Fig. 8-28). La separación de 
las hebras del DNA debe tener lugar necesariamente in 
vivo durante procesos tales como la replicación y la 
transcripción. Como veremos, los sitios del DNA donde 
se inician estos procesos suelen ser ricos en pares de 
bases A=T. 

Los dúplex formados por dos hebras de RNA o por 
una de RNA y otra de DNA (híbridos RNA-DNA) tam- 


8.3 Química de los ácidos nucleicos 297 


50 


Desnaturalización (%) 


qn 
75 80 85 
(a) Temperatura (°C) 


80 


60 


G + C (% del total de nucleótidos) 


0 70 80 90 100 no 
(b) fm (°C) 


FIGURA 8-27 Desnaturalización térmica del DNA. (a) Curvas de des- 
naturalización, o de fusión, de dos muestras de DNA. La temperatura en 
el punto medio de la transición (1) es el punto de fusión; depende del, 
pH, de la fuerza iónica y del tamaño y composición de bases del DNA. 
(b) Relación entre la t_ y el contenido en G+C de un DNA. fFuente: (b) 
Adapted from J. Marmur and P. Doty, / Mol. Biol. 5:109, 1962.] 


bién pueden desnaturalizarse. Es de destacar que los 
dúplex de RNA son más estables que los dúplex de DNA 
frente a la desnaturalización térmica. A pH neutro, un 
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FIGURA 8-28 DNA parcialmente desnaturalizado. Este DNA fue par- 
cialmente desnaturalizado y a continuación fijado para impedir su rena- 
turalización durante la preparación de la muestra. El método de som- 
breado empleado en esta micrografía electrónica para visualizar el DNA 
aumenta su diámetro unas cinco veces e impide ver los detalles de la 
hélice. Sin embargo, pueden obtenerse medidas de longitud, y las regiones 
de cadena sencilla se distinguen fácilmente de las de cadena doble. Las 
flechas señalan algunas burbujas de cadena sencilla, donde se ha produ- 
cido desnaturalización. Las regiones que se desnaturalizan son muy repro- 
ducibles y son ricas en pares de bases A=]. [Fuente: Ross B. Inman.] 
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RNA de doble hélice se desnaturaliza a una temperatura 
20 *C, o más, superior a la temperatura de desnaturali- 
zación de una molécula de DNA de secuencia compara- 
bie, suponiendo que las hebras de ambas moléculas 
sean perfectamente complementarias. La estabilidad de 
un híbrido RNA-DNA es normalmente intermedia entre 
la de los dúplex de RNA y de DNA. Se desconoce la base 
física de estas diferencias de estabilidad térmica. 


Pares de bases y estabilidad 
del DNA 


En muestras de DNA aisladas de dos especies bacteria- 
nas no identificadas, X e Y, la adenina representa el 32% 
y el 17%, respectivamente, del total de bases. ¿Qué pro- 
porciones relativas de adenina, guanina, timina y citosi- 
na esperaría encontrar en las dos muestras de DNA? 
¿Qué supuestos ha considerado? Una de estas especies 


EJEMPLO RESUELTO 8-1 


fue aislada de un manantial termal (64°C) ¿Qué especie 


es probablemente la bacteria termófila y por qué? 


Solución: Para cualquier DNA en doble hélice, A=T y G 
=C, El DNA de la especie X tiene 32% de A y por lo 
tanto debe contener 32% de T. Ello representa el 64% 
de la bases y deja el 36% restante para los pares G=C: 
18% de G y 18% de C. La muestra de la especie Y, con 
17% de A, debe contener 17% de T, correspondiente al 
34% de los pares de bases. El 66% restante de las bases 
está, pues, distribuido a partes iguales como 33% de G 


Citosina 


y 33% de C. Este cálculo se apoya en el supuesto de que 
ambas moléculas de DNA son de doble cadena. 

Cuanto mayor sea el contenido de G+C de una molécula 
de DNA mayor será su temperatura de fusión. La espe- 
cie Y, con el DNA con mayor contenido de G+C (66%), 
es muy probablemente la bacteria termófila; su DNA 
tiene una mayor temperatura de fusión y por tanto es 
más estable a la temperatura de la fuente termal. 


Los nucleótidos y los ácidos nucleicos experimentan 
transformaciones no enzimáticas 


Las purinas y pirimidinas, junto con los nucleóti- 

dos de los que forman parte, experimentan una 
serie de alteraciones espontáneas de su estructura cova- 
lente. Estas reacciones son normalmente muy lentas, 
pero resultan fisiológicamente significativas a causa de 
la muy baja tolerancia de la célula a las alteraciones de 
su información genética. Las alteraciones en la estructu- 
ra del DNA que dan lugar a cambios permanentes en la 
información genética codificada por la molécula se deno- 
minan mutaciones. Hay muchas pruebas a favor de una 
estrecha relación entre la acumulación de mutaciones y 
los procesos de envejecimiento y el cáncer. 

Varias bases nucleotídicas sufren la pérdida espon- 
tánea de sus grupos amino exocíclicos (desaminación) 
(Fig. 8-29a). Por ejemplo, en condiciones intracelula- 
res típicas, la desaminación de citosina (del DNA) para 


Residuo de guanosina 
(en el DNA) 


Guanina 


Residuo apurínico 


(b) Despurinación 


FIGURA 8-29 Algunas reacciones no enzimáticas bien caracterizadas 
de los nucleótidos. (a) Reacciones de desaminación. Sólo se muestra la 
base. (b) Despurinación, en la que se pierde una purina por hidrólisis del 
enlace N-8-glucosídico. La pérdida de pirimidinas tiene lugar mediante 
una reacción similar pero mucho más lenta. La lesión resultante en la 
que está presente la desoxirribosa pera no la base, se denomina sitio 
abásico o sitio AP (sitio apurínico o, raramente, apirimidinico). La 
desoxirribosa restante después de la despurinación se convierte rápida- 
mente de la forma 4-furanósica a la forma aldehido (véase la Fig. 8-3), 
que desestabiliza todavía más el DNA en esta posición. Otras reacciones 
no enzimáticas están ilustradas en las Figuras 8-31 y 8-32. 


Timinas 


Dimero de timina en ciclobutano 


(a) 


FIGURA 8-30 Formación de dimeros de pirimidina inducida por la luz 
UV. (a) Un tipo de reacción (a la izquierda) tiene como resultado la forma- 
ción de un anillo de ciclobutilo en el que intervienen los C-5 y C-6 de los 
residuos adyacentes de pirimidina. Una reacción alternativa (a la derecha) 


dar lugar a uracilo se produce en aproximadamente una 
de cada 10” residuos de citidina cada 24 h. Ello equivale 
a unas 100 mutaciones espontáneas por día en una célu- 
la de mamífero. La desaminación de la adenina y la 
guanina es aproximadamente 100 veces más lenta. 

La lenta reacción de desaminación de la citosina 
parece inocua a primera vista, pero es casi con toda 
seguridad la causa de que el DNA contenga tímina en 
lugar de uracilo. El producto de la desaminación de la 
citosina (uracilo) es reconocido rápidamente como 
extraño, y es eliminado por un sistema de reparación 
(Capítulo 25). Si el DNA contuviera normalmente uraci- 
lo, el reconocimiento de los uracilos procedentes de la 
desaminación de la citosina sería más difícil, y los uraci- 
los no reparados darían lugar a cambios permanentes en 
la secuencia al aparearse con adeninas en la replicación. 
La desaminación de la citosina provocaría entonces una 
disminución gradual en la cantidad de pares de bases G 
=C y un aumento en los A=U en el DNA de todas las 
células. A lo largo de milenios de evolución, la desami- 
nación de la citosina podría acabar con los pares de 
bases G=€ y con el código genético que de ellos depen- 
de. Es posible que la fijación de la timina como una de 
las cuatro bases del DNA haya sido un momento crucial 
de la evolución, que hizo posible el almacenamiento de 
la información genética a largo plazo. 

Otra reacción importante de los desoxirribonucleóti- 
dos es la hidrólisis del enlace N-P-glucosídico entre la 
base y la pentosa, que produce una lesión denominada 
sitio AP (apurínico, apirimidínico) o abásico (Fig. 8-29b). 
Esta reacción ocurre más fácilmente en las purinas que 
en las pirimidinas. En el DNA se pierde una de cada 10 


adyacentes 
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(b) 


Fotoproducto 6-4 


tiene como resultado un fotoproducto 6-4, con un enlace entre el C-6 de 
una primidina y el C-4 de su vecino. (b) La formación de un dimero ciclo- 
butano de pirimidina provoca un codo en el DNA. [Fuente: (b) PDB ID 
TTD, K. McAteer et al, | Mol. Biol. 282013, 1998.] 


purinas cada 24 h en condiciones celulares típicas 
(10.000 por célula de mamífero). La despurinación de los 
ribonucleótidos y del RNA es mucho más lenta y normal- 
mente no se considera fisiológicamente significativa. En 
el laboratorio puede acelerarse la pérdida de purinas por 
tratamiento con ácido diluido. La incubación del DNA a 
pH 3 provoca la eliminación selectiva de las bases puríni- 
cas, y produce un derivado denominado ácido apurínico. 

La radiación favorece otras reacciones. La luz UV 
induce la condensación de dos grupos etileno para for- 
mar un anillo de ciclobutano. En la célula, la misma reac- 
ción entre bases pirimidínicas adyacentes en los ácidos 
nucleicos da lugar a dímeros de pirimidina en ciclobuta- 


- no. Estos se observan con mayor frecuencia entre resi- 


duos adyacentes de timina en la misma hebra del DNA 
(Fig. 8-30). Un segundo tipo de dímero de pirimidina, 
llamado fotoproducto 6-4, también se forma durante la 
irradiación con luz UV. Las radiaciones ionizantes (rayos 
X y rayos gamma) pueden provocar la abertura de los 
anillos y la fragmentación de las bases, así como roturas 
en el esqueleto covalente de los ácidos nucleicos. 
Prácticamente todas las formas de vida están expues- 
tas a la acción de radiaciones de alta energía, capaces de 
provocar cambios químicos en el DNA. Se sabe que la 
radiación en la región del UY cercano (con longitudes de 
onda entre 200 y 400 nm), que representa una porción 
significativa del espectro solar, puede producir la dimeri- 
zación de las pirimidinas y otros cambios químicos en el 
DNA de las bacterias y de las células cutáneas en huma- 
nos. Estamos expuestos a un campo permanente de 
radiación ionizante en forma de rayos cósmicos, que 
pueden penetrar profundamente en la tierra, así como a 
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(a) Precursores del ácido nitroso 


FIGURA 8-31 Agentes químicos que causan 
lesiones en el DNA. (a) Precursores del ácido 
nitroso que promueven reacciones de desamina- 
ción. (b) Agentes alquilantes. Sólo la S-adenosil- 
metionina actúa enzimáticamente. 


S-Adenosilmetionina 


radiación emitida por elementos radiactivos como radio, 
plutonio, uranio, radón, !‘C y °H. Los rayos X utilizados en 
exámenes médicos o dentales o en radioterapia en el 
tratamiento del cáncer y otras enfermedades son otra 
forma de radiación ionizante. Se estima que la luz UV y 
las radiaciones ionizantes son responsables de aproxima- 
damente el 10% del total de lesiones en la estructura del 
DNA causados por agentes medioambientales. 

El DNA también puede sufrir daños causados por 
reactivos químicos introducidos en el medio ambiente 
por la actividad industrial. Estos productos pueden no 
ser peligrosos en sí mismos, pero su metabolización por 
las células puede convertirlos en productos que sí lo 
sean. Hay dos clases principales de este tipo de agentes 
(Fig. 80-31): (1) agentes desaminantes, en particular 
el ácido nitroso (HNO,) o compuestos que pueden dar 
lugar a la formación metabólica de ácido nitroso o nitri- 
tos, y (2) agentes alquilantes. 

El ácido nitroso, formado a partir de precursores 
orgánicos tales como nitrosaminas y sales de nitrito y 
nitrato, es un reactivo que acelera poderosamente la des- 
aminación de las bases. El bisulfito tiene efectos simila- 
res. Ambos compuestos se usan como conservantes en 
alimentos preparados para evitar el crecimiento de bac- 
terias tóxicas. Parece ser que su utilización no aumenta 
significativamente el riesgo de cáncer, probablemente 
porque las cantidades empleadas soni pequeñas y su efec- 
to global sobre el DNA resulta despreciable. (Los riesgos 
potenciales para la salud a causa del deterioro que se 
produciría en los alimentos en el caso de que no se usa- 
ran estos conservantes son mucho mayores). 

Los agentes alquilantes pueden alterar ciertas bases 
del DNA. Por ejemplo, el compuesto dimetilsulfato, alta- 
mente reactivo (Fig. 8-31b), puede metilar la guanina y 
dar lugar a O*-metilguanina, que no puede aparearse 
con la citosina. 
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(b) Agentes alquilantes 


Muchas reacciones similares son producidas por agen- 
tes alquilantes normalmente presentes en las células, 
como por ejemplo la S-adenosilmetionina. 

La causa principal de alteraciones mutagénicas en 
el DNA son los procesos oxidativos. Las especies que 
contienen oxígeno reactivo, tales como el peróxido de 
hidrógeno, los radicales hidroxilo y los radicales supe- 
róxido aparecen durante la irradiación o como produc- 
tos secundarios del metabolismo aeróbico. De estas 
especies, los radicales hidroxilo son responsables de la 
mayor parte de las lesiones oxidativas del DNA. Las 
células poseen un elaborado sistema de defensa para 
destruir estas especies de oxígeno reactivas, del que 
forman parte enzimas tales como la catalasa y la supe- 
róxido dismutasa que convierten las especies reactivas 
de oxígeno en productos inofensivos. Sin embargo, una 
fracción de estos agentes oxidantes escapa inevitable- 
mente a las defensas celulares y se producen lesiones 
en el DNA, que resultan de un conjunto amplio y com- 
plejo de reacciones que van desde la oxidación de la 
desoxirribosa y de las bases hasta la rotura de las 
hebras. Todavía no se dispone de estimaciones precisas 
del alcance de estas lesiones, pero está claro que el 
DNA de todas las células humanas está sometido coti- 
dianamente a la acción de millares de reacciones oxida- 
tivas perjudiciales. 

Lo que antecede es simplemente una muestra de 
las reacciones mejor conocidas que dañan al DNA. 
Muchos compuestos cancerígenos presentes en la comi- 
da, el agua o el aire ejercen sus efectos a través de la 
modificación de las bases del DNA. Sin embargo, la 
integridad del DNA como polímero se mantiene mejor 
que la del RNA o de las proteínas, gracias a que el DNA 
es la única macromolécula que posee importantes siste- 
mas bioquímicos de reparación. Estos procesos de repa- 
ración (descritos en el Capítulo 25) amortiguan en gran 
medida el impacto de las lesiones del DNA. Y 


Algunas bases del DNA están metiladas 


Algunas bases del DNA experimentan con frecuencia 
metilación enzimática. La adenina y la citosina se 
encuentran metiladas con más frecuencia que la guani- 
na y la timina. La metilación está restringida general- 
mente a ciertas secuencias o regiones de la molécula de 
DNA. En algunos casos se conoce bien la función de la 
metilación; en otros es todavía desconocida. Todas las 
DNA-metilasas conocidas utilizan S-adenosilmetionina 
como dador de grupos metilo (Fig. 8-31b), E. coli dis- 


pone dos sistemas de metilación principales. Uno de 
ellos actúa como parte de un mecanismo de defensa 
celular que ayuda a distinguir el DNA propio del DNA 
ajeno marcando su DNA propio con grupos metilo y 
destruyendo el DNA (ajeno) sin grupos metilo (conoci- 
do como mecanismo de restricción-modificación; véase 
la p. 322). El otro sistema metila los residuos de adeno- 
sina en la secuencia (5)GATC(3'), convirtiéndola en 
N'"-metiladenina (Fig. 8-5a). Este proceso está cataliza- 
do por la metilasa Dam (metilación de la adenina del 
DNA), que funciona como parte de un sistema de repa- 
ración de pares de bases incorrectos formados ocasio- 
nalmente durante la replicación del DNA (véase la 
Fig. 25-21). 

En las células eucarióticas, aproximadamente el 5% 
de los residuos de citidina del DNA están metilados en 
forma de 5-metilcitidina (Fig. 8-52). La metilación es 
muy frecuente en las secuencias CpG, lo que origina 
grupos metil-CpG simétricos en ambas hebras del DNA, 
El grado de metilación de las secuencias CpG varía 
según la región en las grandes moléculas del DNA euca- 
riótico. 


La síntesis química de DNA ha sido automatizada 


Otra de las tecnologías que ha favorecido el progreso de 
la química de los ácidos nucleicos es la síntesis química 
de oligonucleótidos cortos de secuencia conocida. H. 
Gobind Khorana y colaboradores fueron los primeros en 
desarrollar estos métodos en la década de 1970. El 
método más utilizado en la actualidad, denominado 
método de las fosforamiditas, fue desarrollado por 
Robert Letsinger and Marvin Caruthers (Fig. 8-32). La 
síntesis se lleya a cabo con la cadena en crecimiento 
unida a un soporte sólido, y se basa en principios simi- 
lares a los empleados por Merrifield para la síntesis de 
péptidos (véase la Figura 3-32) y está totalmente auto- 
matizada. La eficiencia de cada paso de adición es muy 
elevada, lo que hace posible sintetizar rutinariamente 
polímeros de 70 u 80 nucleótidos, y en algunos labora- 
torios, cadenas mucho más largas. La disponibilidad de 
polímeros de DNA con secuencias previamente diseña- 
das y a precios relativamente asequibles ha tenido un 
gran impacto en todas las áreas de la bioquímica. 


Las secuencias génicas pueden amplificarse 
con la reacción en cadena de la polimerasa 


Los proyectos Genoma, como los descritos en el Capítu- 
lo 9, han generado bases de datos internacionales que 
contienen las secuencias genómicas completas de cen- 
tenares de organismos. Si se conoce al menos la secuen- 
cia de la parte de los extremos del segmento de DNA 
que se desea clonar, el número de copias de este seg- 
mento de DNA puede ser amplificado enormemente 
mediante la reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR), técnica ideada por Kary Mullys en 1983. El 
DNA amplificado puede ser usado en una amplia varie- 
dad de procesos. 

El procedimiento de la PCR, descrito en la Fig. 8-33, 
se basa en el uso de enzimas llamadas DNA polimera- 
sas. Estos enzimas sintetizan cadenas de DNA a partir 
de desoxirribonucleótidos y un molde de DNA (Capítulo 
20). Las DNA polimerasas no sintetizan DNA de novo, 
en cambio, añaden nucleótidos a cadenas preexistentes, 
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denominadas cebadores (véase el Capítulo 25). En la 
PCR, se preparan dos oligonucleótidos sintéticos, cada 
uno complementario de secuencias en las hebras opues- 
tas del DNA diana, situadas justo en los extremos del 
segmento que se quiere amplificar. Los oligonucleótidos 
sirven de cebadores para la replicación y pueden ser 
alargados por una DNA polimerasa. Los extremos 3" de 
los cebadores hibridados están orientados uno hacia 
otro y posicionados para cebar la síntesis de DNA a lo 
largo del segmento de DNA deseado. 

La PCR es un procedimiento de una gran simplici- 
dad. La PCR básica requiere cuatro componentes: una 
muestra de DNA que contenga el segmento que debe 
amplificarse, la pareja de oligonucleótidos sintéticos 
que actúan de cebadores, desoxinucleósidos trifosfato 
(dNTP) y DNA polimerasa. El proceso consta de tres 
etapas (Fig. 8-33). En la etapa O) la mezcla de reacción 
se calienta brevemente para desnaturalizar el DNA con 
lo que se separan las dos cadenas. En la etapa @, La 
mezcla se enfría para que los cebadores puedan hibridar 
con el DNA. La elevada concentración de cebadores 
aumenta la probabilidad de que estos puedan hibridar 
con cada cadena de DNA desnaturalizado antes de que 
las dos cadenas de DNA (presentes a una concentración 
mucho menor) puedan hibridar entre sí. En la etapa Y , 
el segmento de DNA que ha sido cebado es replicado 
selectivamente por la DNA polimerasa utilizando los 
dNTP. El ciclo de calentamiento, enfriamiento y replica- 
ción se repite 25 o 30 veces en unas pocas horas por 
medio de un proceso automatizado que amplifica el 
segmento de DNA flanqueado por los cebadores hasta 
que pueda ser analizado o clonado fácilmente. Cada 
ciclo aumenta la cantidad del segmento de DNA en un 
factor de 2, por lo que la concentración de este DNA 
aumenta expanencialmente. Después de 20 ciclos, el 
segmento de DNA ha sido amplificado más de un millón 
de veces (22); después de 30 ciclos, más de 1000 millo- 
nes de veces. La etapa €) de la PCR utiliza una polime- 
rasa termoestable, como la polimerasa Taq, aislada de 
una bacteria termófila (Thermus aquaticus) que crece 
en fuentes termales, cuya temperatura se aproxima al 
punto de ebullición del agua. La polimerasa Taq perma- 
nece activa después de cada ciclo de calentamiento 
(etapa Y) ), y no tiene que ser repuesta. 

Esta tecnología posee una gran sensibilidad: la PCR 
puede detectar y amplificar hasta una sola molécula de 
DNA en casi cualquier tipo de muestra, incluso algunas 
antiguas. La doble hélice del DNA es muy estable, pero 
como hemos visto, el DNA se degrada lentamente con el 
tiempo a través de varias reacciones no enzimáticas. Sin 
embargo, la PCR se ha hecho posible clonar fragmentos 
muy escasos de DNA de más de 40.000 años de antigie- 
dad. Esta técnica se ha utilizado para cionar fragmentos 
de DNA procedentes de restos humanos momificados y 
de animales extintos tales como los mamuts lanudos; se 
han abierto, así, nuevas posibilidades para la arqueología 
y la paleontología moleculares. El DNA obtenido en las 
necrópolis ha sido amplificado con la PCR y se ha usado 
para seguir antiguas migraciones humanas (véase la Fig. 
9-33). La epidemiología puede utilizar muestras amplifica- 
das por PCR a partir de restos humanos para seguir la 
evolución de virus humanos patógenos. Así, además de su 
utilidad para clonar DNA, la PCR es una poderosa herra- 
mienta en medicina forense (Recuadro 8-1). También 
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FIGURA 8-32 Sintesis química de DNA por el método de las fosfora- 
miditas. La síntesis automatizaca de DNA es conceptualmente análoga 
a la síntesis de polipéptidos sobre un soporte sólido. El oligonucieótido 
deseado se construye sobre un soporte sólido (sílice) nucleótido a 
nucleótido mediante la repetición de una serie de reacciones químicas 
con los precursores de los nucleótidos adecuadamente protegidos. E) El 
primer nucleótido (que será el extremo 3') se une al soporte de sílice por 
el grupo 3' hidroxilo (a través de un grupo de unión, R}, y su grupo 
hidroxilo en 5' está protegido por un grupo dimetoxitritilo (DMT) que es 
ácido-lábil. Los grupos reactivos de todas las bases también están prote- 
gidos químicamente. (Y El grupo protector DMT es eliminado mediante 
lavado de la columna con ácido (el grupo DMT es coloreado por lo que 
la reacción puede seguirse espectrofotométricamente). @ El siguiente 
nucleótido lleva una fostoramidita reactiva en la posición 3”: un fosfito 
trivalente (en lugar del fosfato pentawalente más oxidado, normalmente 
presente en los ácidos nucleicos) con un oxigeno unido reemplazado por 
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un grupo amino o una amina sustituida. En la variante más común repre- 
sentada, uno de los oxígenos de la tostoramidita se une a la desoxirri- 
bosa, e: otro está protegido por un grupo cianoetilo, y la tercera posición 
está ocupada por un grupo diisopropilamino fácilmente despiazable. La 
reacción con el nucleótido inmovilizado forma un enlace 5,3”, y se eli- 
mina el grupo isopropilamino. En el paso @ el enlace fosfito se oxida 
con yodo para generar un enlace fosfotriéster. Las reacciones Y) a @ se 
repiten hasta añadir todos los nucleótidos. En cada paso el exceso de 
nucleótido es eliminado con anterioridad a la adición del siguiente 
nucleótido. En los pasos @ y O) se eliminan los grupos protectores 
sobrantes de las bases y de los fosfatos, y en el paso @ se separan los 
oligonucieótidos del soporte sólido y, finalmente, se purifican. La química 
de la síntesis de RNA es algo más compleja a causa de la necesidad de 
proteger el grupo hidroxilo en 2' de la ribosa sin que se produzcan efec- 
tos adversos en la reactividad del grupo hidroxilo en 3”. 


está siendo usada en la detección de infecciones víricas 
antes de la aparición de los primeros síntomas, así como 
en el diagnóstico prenatal de enfermedades genéticas. 
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Después de 20 ciclos, la secuencia diana 
ha sido amplificada 
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La extrema sensibilidad de los métodos basados en 
la PCR hace que la contaminación de las muestras sea 
un serio problema a considerar. En muchas aplicacio- 
nes, como los exámenes forenses o de DNA antiguo, es 
necesario incluir muestras control para asegurar que el 
DNA amplificado no procede del propio investigador o 
de bacterias contaminantes. 


Se pueden determinar las secuencias de largas cadenas 
de DNA 


La propiedad más importante del DNA como deposita- 
rio de la información genética es su secuencia de 
nucleótidos. Hasta finales de la década de 1970, deter- 
minar la secuencia de un ácido nucleico de tan sólo 
cinco o diez nucleótidos era una tarea difícil y laboriosa. 
El desarrollo de dos nuevas técnicas en el año 1977 una 
por Alan Maxam y Walter Gilbert y la otra por Frederick 
Sanger) hizo posible la secuenciación de moléculas de 
DNA muy largas. Estas técnicas se desarrollaron gracias 
a una mejor comprensión de la química de los nucleóti- 
dos y del metabolismo del DNA y a métodos electroforé- 
ticos que permiten la separación de hebras de DNA que 
difieren en un solo nucleótido. (véase la Fig. 3-18 para 
una descripción de la electroforesis en gel). 

Aunque los dos métodos son similares, el método 
de Sanger, conocido también como método de los 
didesoxi, resultó más fácil técnicamente y se convirtió 
en el fundamento de los protocolos modernos de 
secuenciación (Fig. 8-34). Se basa en la síntesis de una 
nueva hebra de DNA. Como la PCR, el método usa DNA 
polimerasas y un cebador para sintetizar una cadena de 
DNA complementaria de la hebra molde. En la secuen- 
ciación de Sanger, la secuencia obtenida corresponde a 
la hebra de nueva síntesis, complementaria de la hebra 
molde que se está analizando. 

En la reacción catalizada por la DNA polimerasa, el 
grupo 3" hidroxilo reacciona con un ANTP para formar 
un nuevo enlace fosfodiéster (Fig. 8-34a). En la reac- 
ción de secuenciación de Sanger, análogos de los 
nucleótidos, llamados dideoxinucleosido trifosfatos 
(ddNTP), interrumpen la síntesis del DNA porque se 
unen a la hebra molde, pero carecen del grupo 3' 
hidroxilo necesario para añadir el siguiente nucleótido 
(Fig. 8-34b). Por ejemplo, al añadir una pequeña canti- 
dad de ddCTP a una reacción que contenga una canti- 
dad mucho mayor de dCTP (junto con los otros tres 
dNTP) se produce competición cada vez que la polime- 
rasa topa con una G en la hebra molde. Normalmente, 
se añade dC y la síntesis de la otra hebra continúa. En 
cambio, ocasionalmente se añadirá ddC y la síntesis de 
la hebra se detendrá en esta posición. Por tanto, una 


FIGURA 8-33 Amplificación de un fragmento de DNA mediante la 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR). (a) El procedimiento de la 
PCR tiene tres pasos. @ Se separan las cadenas de DNA por calenta- 
miento, a continuación €) se hibridan con un exceso de cebadores de 
DNA sintético cortos (naranja), que flanquean la región que se desea 
ampiificar (azul oscuro); @ el DNA nuevo se sintetiza por polimeriza- 
ción catalizada por la DNA polimerasa. La DNA polimerasa termoesta- 
ble Taq no se desnaturaliza en los períodos de calentamiento. Los tres 
pasos se repiten unos 25 o 30 ciclos en un procedimiento automatizado 
realizado en un pequeño instrumento de sobremesa denominado termo- 
ciclacor. 
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FIGURA 8-34 Secuenciación del DNA por el método de Sanger. Este 
método utiliza el mecanismo de sintesis de DNA por las DNA polime- 
rasas (Capítulo 25). (a) Las DNA polimerasas requieren a la vez un 
cebador (una cadena oligonucleotídica corta) a la que se añaden los 
nucteótidos y una hebra molde que dirija la selección de cada nuevo 
nucleótido. En las células, el grupo hidroxilo en 3' del cebador reacciona 
con el desoxinucleósido entrante (dNTP), formando un nuevo enlace 
fosfodiéster. (b) El procedimiento de secuenciación de Sanger utiliza 
análogos del tipo didesoxinucleósido trifosfato (ddNTP) para interrum- 
pi la síntesis del DNA. (El método de Sanger también es conocido 
como el método ce los didesoxi). Cuando se inserta un ddNTP en lugar 
de un dNTP se detiene el alargamiento de la cadena después de la adi- 
ción del análogo porque éste carece del grupo hidroxilo en 3', necesario 
para el siguiente paso. (c) El DNA a secuenciar se utiliza como hebra 
molde y se hibrida con un cebador corto, marcado con radiactividad o 
con fluorescencia. Mediante la adición de pequeñas cantidades de un 
único ddNTP, por ejemplo ddCTP, a un sistema de reacción por lo 
demás normal, las hebras sintetizadas detendrán prematuramente su 
crecimiento en algunas posiciones en las que normalmente se encuen- 
tra dC. A consecuencia de la mayor cantidad de dCTP en relación a 
ddCTP, la probabilidad de que se incorpore el análogo en los casos en 
que deba incorporarse dC es pequeña. Sin embargo, la cantidad de 
ddCTP es suficientemente grande para asegurar que cada nueva hebra 
sintetizada incorpore al menos un ddC en algún punto durante la sínte- 
sis, El resultado es una disolución que contiene una mezcla de fragmen- 
tos marcados acabados en un residuo €. Cada residuo C en la secuen- 
cia genera un conjunto de fragmentos de una longitud determinada, de 
forma que el tamaño de los fragmentos, separados por electroforesis, 
indica la localización de los residuos C en la secuencia. Este procedi- 
miento se repite separadamente para cada uno de los cuatro ddNTP, y 
la secuencia puede leerse directamente de una autorradiografía del gel. 
Los fragmentos de DNA más cortos migran a mayor velocidad, de 
manera que los más cercanos al extremo inferior del gel representan las 
posiciones de los nucleótidos más cercanos al cebador (extremo 5') y la 
secuencia se lee de abajo arriba (en la dirección 5'— 3, Observe que 
la secuencia obtenida corresponde a la hebra complementaria de aque- 
lia que está siendo analizada. 


pequeña fracción de las hebras sinterizadas terminan 
prematuramente en todas las posiciones donde normal- 
mente se añadiría dC en frente de cada dG del molde, 
Dado el exceso de dCTP en relación con el ddCTP, la 
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probabilidad de que el análogo se incorpore en lugar del 
dCTP es pequeña. Pero el ddCTP presente es suficiente 
para asegurar que cada hebra nueva adquiera al menos 
un ddC en algún punto (en uno u otro de los residuos G 
dei molde) durante la síntesis. El resultado es una mez- 
cla de fragmentos todos ellos acabados con un residuo 
ddC. Cada residuo G del molde genera fragmentos aca- 
bados en C de una determinada longitud. El diferente 
tamaño de los fragmentos separados por electroforesis 
revela la localización de los residuos de C en la hebra de 
DNA sintetizada. 


Cuando este procedimiento fue ideado, el proceso 
se repetía separadamente para cada uno de los cuatro 
ddNTPC. Cebadores marcados con radioactividad 
hacían posible la detección de los fragmentos de DNA 
generados durante las reacciones de síntesis. La secuen- 
cia de la hebra de DNA sintetizada se leia directamente 
de una autorradiografía del gel resultante (Fig. 8-34c). 
Puesto que los fragmentos de DNA más cortos migran 
más rápido, los fragmentos cerca de la base del gel 
representaban las posiciones de los nucleótidos más 
cercanas al cebador (el extremo 5” y la secuencia se 
leía (en la dirección 5' — 3') de abajo arriba. 

La secuenciación de DNA fue automatizada median- 
te una modificación del método de Sanger, en la cual 
cada uno de los cuatro ddNTP utilizados en una reac- 
ción fue marcado con una etiqueta fluorescente de 
diferente color (Fig. 8-35). Con esta tecnología los 
cuatro dNTP pudieron añadirse a la vez a una única 
reacción, y así secuenciar moléculas de DNA con milla- 
res de nucleótidos en pocas horas. Los genomas com- 
pletos de centenares de organismos fueron secuencia- 
dos de este modo. Por ejemplo, en el Proyecto del 
Genoma Humano fueron secuenciados en su totalidad 
los 3,2 x 109 pares de bases (pb) del DNA de una célula 
humana (véase el Capítulo 9), en un esfuerzo que se 
extendió a lo largo de una década y que incluyó las con- 
tribuciones de docenas de laboratorios de todo el 
mundo. Esta modalidad del método de Sanger todavía 
se usa para secuenciar fragmentos cortos de DNA. 


Las técnicas de secuenciación de DNA avanzan 
con rapidez 


Las técnicas de secuenciación de DNA continúan 
evolucionando. Un genoma humano completo puede 
secuenciarse en la actualidad en uno o dos días y un 
genoma bacteriano en unas pocas horas. Con un gasto 
moderado, la secuencia genómica personal pronto 
podrá formar parte de la historia clínica. Estos avances 
han sido posibles gracias a métodos a veces designados 
como secuenciación de nueva generación. La estrategia 
de secuenciación es a veces similar y a veces muy dis- 
tinta de la usada en el método de Sanger. El procedi- 
miento ha podido miniaturizarse, con un incremento 
masivo de escala y la correspondiente disminución del 
coste. 

Una secuencia genómica se genera en varias etapas. 
Primero, las secuencias genómicas se rompen en locali- 
zaciones al azar mediante fuerzas de cizalla que generan 


FIGURA 8-35 Automatización de las reacciones de secuenciación del 
DNA. Los oligonucieótidos cortos usados como cebadores para la sínte- 
sis de DNA en el método de Sanger pueden unirse a una molécula fluo- 
rescente que confiere a todos los fragmentos terminados en este nucleó- 
tido un color determinado. Los cuatro ddNTP se añaden a un único tubo. 
Los fragmentos de DNA coloreado resultantes se separan a continuación 
por tamaño mediante electroforesis en un único ge! contenido en un 
tubo capilar (una modalidad electrotorética que permite separaciones 
más rápidas). Todos los fragmentos de una longitud determinada migran 
a través del gel en un solo pico y el color asociado a cada una de ellos se 
detecta utilizando un rayo láser. La secuencia del DNA se lee a partir de 
la secuencia de los colores de los picas a medida que van pasando por el 
detector, y la información obtenida se envía directamente a un ordena- 
dor que determina la secuencia. 
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fragmentos de unos pocos centenares de pares de bases 
de longitud. Se ligan oligonucleótidos sintéticos al extre- 
mo de todos los fragmentos para introducir un punto de 
referencia conocido en cada molécula de DNA. A conti- 
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RECUADRO 8-1 


Nucleótidos y ácidos nucleicos 


Uno de los métodos más exactos para situar a un indi- 
viduo en la escena de un crimen ha sido la toma de 
huellas dactilares. La tecnología del DNA recombinan- 
te ha hecho posible un método mucho más poderoso: 
el genotipado del DNA (también denominado hue- 
lla dactilar del DNA o tipificación del DNA). El méto- 
do se basa en los polimorfismos de secuencia: 
pequeñas diferencias en las secuencias de diferentes 
individuos aproximadamente, uno de cada 1.000 de 
pares de bases. El método fue descrito por primera 
vez por el genético inglés Alec Jeffreys en 1985. Cada 
diferencia con respecto a la secuencia consenso del 
genoma humano (el primero en ser obtenido) está 
presente en una parte de la población humana; todos 
los individuos presentan algımas diferencias en rela- 
ción al prototipo. 


El moderno trabajo forense se basa en diferencias ` 


de longitud de las repeticiones cortas en tándem 
(STR). Una STR es una secuencia de DNA corta 
repetida muchas veces en tándem en un lugar deter- 
minado de un cromosoma; comúnmente las secuen- 
cias repetidas tienen 4 pb de longitud. Los loci STR 
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más útiles para el tipificado del DNA son bastante 
cortos, de 4 a 50 repeticiones (de 16 a 200 pares de 
bases para repeticiones de cuatro nucleótidos) y pre- 
sentan múltiples variantes de longitud en la población 
humana. Más de 20000 loci STR de tetranucleótidos 
han sido caracterizados, y más de un millón de STR de 
todo tipo pueden estar presentes en el genoma huma- 
no, representando alrededor del 3% de todo el DNA 
humano. 

La longitud de una determinada STR de un indi- 
viduo puede averiguarse con ayuda de la reacción en 
cadena de la polimerasa (véase la Fig. 9-12). El uso 
de la PCR hace que el procedimiento sea suficiente- 
mente sensible para aplicarlo a muestras de DNA tan 
pequeñas como las que a menudo se recogen en los 
escenarios de un crimen. Las secuencias de DNA que 
flanquean las STR son únicas para cada locus STR e 
idénticas (excepto en casos excepcionales) para 
todos los humanos. Los cebadores para la PCR son 
complementarios del DNA flanqueante y están dise- 
ñados para amplificar la STR (Fig. la). La longitud 
del producto de la PCR refleja, pues, la longitud de la 


FIGURA 1 (a) Los loci STR pueden analizarse por PCR. Se diseñan 
cebadores (con un colorante unido para facilitar la detección) para la 
PCR dirigidos a secuencias a ambos lados de la STR, y se amplifica la 
región entre ellos. Los individuos tienen normalmente dos alelos dite- 
rentes en un locus particular (cada uno heredado de cada progenitor). 
Si las secuencias STR tienen diferentes longitudes en los dos cromo- 
somas, se obtendrán dos productos en la PCR de diferente longitud. 
(b) Se muestran los productos de PCR procedentes de la amplifica- 
ción de 16 loci STR separados por electroforesis capilar en gel de 
poliacrilamida. Cada locus en particular es amplificado con cebadores 
marcados con sólo uno de los tres colorantes fluorescentes (seis loci 
con un colorante verde, cinco con un colorante azul y cinco con un 
colorante amarillo, representados aquí con tinta negra para una mejor 
visibilidad). La determinación de qué locus corresponde a cada señal 
depende de! color del colorante fluorescente unido a los cebadores 
usados en el proceso y al rango de tamaños en aparece la señal (el 
rango de lamaños puede controlarse eligiendo las secuencias -más 
cerca o más lejos del STR- seleccionadas por los cebadores. 
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STR de la muestra. Puesto que cada ser humano 
hereda un cromosoma de cada progenitor, las longi- 
tudes de la STR de los dos cromosomas son a menudo 
diferentes y dan lugar a dos señales para cada indivi- 
duo. Los productos de la PCR se analizan por electro- 
foresis capilar. Las bandas resultantes se convierten 
en un conjunto de picos que reflejan con precisión el 
tamaño de cada fragmento de la PCR y, por lo tanto, 
de la longitud de la STR en el alelo correspondiente. 
Si se analizan múltiples loci puede generarse un perfil 
que es esencialmente único para un individuo en par- 
ticular (Fig. 1b). Se dispone de kits comerciales que 
contienen los cebadores para la PCR específicos para 
cada locus, unidos a colorantes que permiten distin- 
guir los diferentes productos de la PCR. La amplifica- 
ción por PCR permite obtener huellas de DNA a partir 
de menos de 1 ng de DNA parcialmente degradado, 
cantidad que puede obtenerse de un único folículo 
piloso, una gota de sangre, una pequeña muestra de 
semen, que pueden tener meses o incluso años. 
Cuando se obtienen buenos genotipos de STR, la 
probabilidad de una identificación errónea es menor 
de una en 10%. 

El análisis de STR para uso forense requiere su 
estandarización. El primer estándar forense de STR 
se estableció en el Reino Unido en 1995. El estándar 
de Estados Unidos, denominado Sistema de Indexa- 
do Combinado de DNA (CODIS), se estableció en 
1998. El sistema CODIS se basa en 13 loci STR bien 
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estudiados (Tablal), que deben estar presentes en 
cualquier experimento de tipificación de DNA reali- 
zado en Estados Unidos. El gen de la amelogenina se 
usa de marcador. Este gen, presente en los cromoso- 
mas sexuales humanos, tiene secuencias flanguean- 
tes ligeramente diferentes en los cromosomas X e Y. 
La amplificación por PCR a lo largo del gen de la 
amilogenina genera, por lo tanto, productos de dife- 
rente tamaño que pueden revelar el sexo del DNA 
donante. A principios del 2010, la base de datos de 
CODIS contenía más de 7 millones de genotipos STR 
y había contribuido a más de 100.000 investigaciones 
forenses. 

Estos análisis han servido tanto para condenar 
como para absolver sospechosos y para establecer la 
paternidad con un alto grado de confianza. El impacto 
de esta tecnología en los procedimientos judiciales 
continuará creciendo, conforme se llegue a acuerdos 
sobre las condiciones de su uso y los métodos se 
divulguen entre los laboratorios forenses. Casos que 
han permanecido sin resolver, incluso durante déca- 
das, pueden ser investigados con estas técnicas: en 
1996 se usó la huella del DNA para confirmar la iden- 
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tificación de los huesos del último zar de Rusia y de su ' 


familia, asesinados en 1918. 


TABLA 1 


Nomenclatura de los nucleótidos y los ácidos nucleicos 
| 
i 


| Locus Cromosoma Motivo repetido Longitud de la repetición (Rango)? Numero de alelos observado? 
| CSF1PO Bo TAGA 5-16 20 
| FGA 4 CTTT 12,2-51,2 80 
| THO] 11 TCAT 3-14 20 | 
| TPOX 2 GAAT 4-16 15 | 
| VWA 12 [TCTG][TCTA] 10-25 28 
D381358 3 [TCTG][TCTA] 8-21 24 
D5S818 5 AGAT 7-18 15 
D78820 7 GATA 5-16 30 
D8S1179 8 [TCTA][TCTG] 7-20 17 | 
D138317 13 TATC 5-16 17 | 
D168539 16 GATA 5-16 19 
D18851 18 AGAA 7-39,2 51 | | 
D21811 21 [TCTA][TCTG] 1241 2 82 | 
_Amelogenin" X, Y No aplicable | 


Fuente: adaptado de Data from J. M. Butler, Forensic DNA Typing, 2nd edn, Elsevier, 2005, p. 96 
“Longitud de las repeticiones observadas en la población humana. Algunos alelos pueden contener repeticiones parciales o imperfectas. 
"Número de alelos distintos observados hasta 2005 en la población humana. El análisis concienzudo de un locus en muchos individuos “es 


indispensable artes de su uso en el genotipado forense 
“La amelogenina es un gen cuya longitud es ligeramente diferente en los cromosomas X e Y, que se usa para determinar el género. 
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nuación, se inmovilizan los fragmentos individuales 
sobre una superficie sólida y cada uno se amplifica por 
PCR, La superficie sólida forma parte de un canal, que 
permite que disoluciones líquidas fluyan sobre las mues- 
tras. El resultado es una superficie sólida de unos pocos 
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La doble incorporación de dNTP resulta en un destello dos veces más intenso. 


centímetros, con millones de agrupamientos de DNA 
unidos. Cada agrupamiento contiene múltiples copias de 
una secuencia de DNA única derivada de uno de los 
fragmentos al azar del DNA genómico. La eficiencia 
resulta de la secuenciación simultánea de estos millones 
de agrupamientos y de la captura y almacenamiento en 
un ordenador de los datos de cada agrupamiento. 

Los dos métodos de secuenciación de nueva genera- 
ción más comunes usan estrategias diferentes para lle- 
var a cabo las reacciones de secuenciación. En ambos 
casos, la secuencia obtenida corresponde a la hebra de 
nueva síntesis, complementaria de las hebras molde que 
se están analizando. Uno de los métodos, conocido como 
secuenciación 454 (los números se refieren al código 
utilizado en la fase de desarrollo de la tecnología y care- 
cen de significado científico), usa la estrategia denomi- 
nada de pirosecuenciación, en la cual la adición de 
nucleótidos se detecta con destellos de luz (Fig. 8-36). 
Los cuatro desoxinucleósidos trifosfato (no modifica- 
dos) entran en contacto con la superficie reactiva de uno 
en uno, en orden repetitivo. La disolución de nucleótido 
se mantiene en contacto con la superficie sólo el tiempo 
necesario para que la DNA polimerasa añada este 
nucleótido a cualquier agrupamiento donde sea comple- 
mentario a la siguiente base de la secuencia molde. El 
exceso de nucleótido se destruye rápidamente por el 
enzima apirasa antes de introducir el siguiente nucleóti- 
do. Cuando un nucleótido específico se une a las hebras 
del agrupamiento se libera pirofosfato como subproduc- 
to. El enzima sulfurilasa usa el pirofosfato para convertir 
la adenosina 5'-fosfosulfato del medio en ATP. La apari- 
ción de ATP suministra finalmente la señal que indica 
que un nucleótido se ha añadido al DNA. La luciferasa y 
su sustrato, la luciferina (la luciferasa es el enzima que 
genera la luz producida por las luciérnagas; véase el 
Recuadro 13-1) también están presentes en el medio. 
Cuando se genera ATP, la luciferasa cataliza la reacción 
con la luciferina, que produce un minúsculo destello de 
luz. Cuando se producen muchos destellos en un agru- 


FIGURA 8-36 Pirosecuenciación de nueva generación (a) La pirose- 
cuenciación utiliza los enzimas sulfurilasa (véase la Fig.22-15) y lucife- 
rasa (véase el recuadro 13-1) para detectar la adición de nucleótidos con 
destellos de luz. La gráfica muestra las intensidades de luz observadas 
en sucesivos ciclos de secuenciación de un segmento de DNA inmovili- 
zado en un determinado punto de la placa y (arriba) la secuencia de 
nucleótidos del DNA que de ellas se deriva. (b) Imagen de una muy 
pequeña parte de un ciclo de secuenciación. Cada segmento individual 
de DNA a secuenciar se une a pequeña partícula esférica para la captura 
de DNA y a continuación se amplifica sobre la partícula por PCR. Cada 
partícula se sumerge en una emulsión y se coloca en un minúsculo poci- 
llo de una placa de picotitración. La reacción de la luciferina y el ATP con 
la luciferasa produce destellos de luz cuando se añade un nucleótido a 
un determinado acúmulo de DNA en un determinado pocillo. Los circu- 
los representan el mismo cluster a lo largo de múltiples cicios. En este 
caso, leyendo el círculo de arriba (o de abajo) de izquierda a derecha a 
través de cada fila se obtiene la secuencia de este acúmulo. 
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pamiento, se puede registrar la luz emitida. Por ejemplo, 
cuando se añade dCTP a la disolución, se producirán 
destellos solamente en los agrupamientos donde G esté 
presente en el molde y C será el siguiente nucleótido 
añadido a la cadena de DNA en crecimiento. Si hay una 
serie de 2, 3, o 4 residuos de G en el molde, en un ciclo 
se añadirán el mismo número de residuos C a la cadena 
en crecimiento. Ello se registrará como un destello cuya 
amplitud en este agrupamiento será 2, 3 o 4 veces mayor 
que cuando se añada un solo residuo de C. De modo 
similar, cuando se añada dGTP, los destellos ocurrirán en 
un conjunto diferente de agrupamientos, indicando 
aquellos en los que G es el siguiente nucleótido añadido 
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a la secuencia. La longitud de DNA que puede secuen- 
ciarse de forma fiable en un agrupamiento determinado 
mediante este método, a menudo denominada longitud 
de lectura o “lectura”, es típicamente de 400 a 500 
nucleótidos y, continúa mejorando. 

El segundo método de nueva generación amplia- 
mente utilizado recurre a la técnica del denominado 
terminador reversible (Fig. 8-37), que emplea el 
secuenciador Ilumina. Una vez fragmentadas las 
secuencias genómicas y los oligonucleótidos de secuen- 
cia conocida unidos a los extremos, los segmentos de 
DNA se inmovilizan sobre una superficie sólida y se 
amplifican in situ por PCR. A continuación se añade un 
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FIGURA 8-37 Secuenciación de nueva generación del terminador reversible. (a) El método 
de secuenciación del terminador reversible utiliza etiquetas fluorescentes para identificar los 
nucleótidos. Los grupos de bloqueo de cada nucleótido marcado con fluorescencia evitan que en 
cada ciclo se unan varios nucleótidos. (b) Seis ciclos sucesivos de una muy pequeña parte de 
una tanda de secuenciación con llumina, Cada mancha coloreada representa la localización de 
un oligonucieótido de DNA inmovilizado sobre la superficie de la celdilla de flujo. Los acúmulos 
rodeados por un círculo representan la misma mancha sobre la superficie a loo largo de sucesi- 
vos ciclos y dan las secuencias indicadas. Los datos se registran automáticamente y analizados 
digitalmente. (c) Típica celdilla de flujo utilizada por el secuenciador de nueva generación. Se 
pueden secuenciar simultáneamente millones de fragmentos de DNA en cada uno de sus ocho 
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cebador especial de secuenciación, complementario de 
los oligonucleótidos de secuencia conocida de los extre- 
mos de los fragmentos de DNA de cada agrupamiento. 
También se añaden nucleótidos de terminación fluores- 
centes y DNA polimerasa. La polimerasa añade el 
nucleótido apropiado a las hebras de cada agrupamien- 
to. Cada tipo de nucleótido (A, T, G o C) lleva un mar- 
cador fluorescente distinto. Estos nucleótidos de termi- 
nación llevan grupos de bloqueo unidos a los extremos 
3' que permiten añadir un solo nucleótido a cada hebra. 
A continuación, se excitan a la vez todos los marcadores 
fluorescentes mediante láseres y la imagen muestra el 
color (y, por lo tanto, la identidad de la base) añadido a 
cada agrupamiento. El marcador fluorescente y los gru- 
pos de bloqueo se eliminan a continuación, química o 
pirolíticamente, para poder añadir el próximo nucleóti- 
do a cada agrupamiento. La secuenciación procede por 
etapas. Las longitudes de lectura son menores en este 


método, típicamente de 100 a 200 nucleótidos por agru- 


pamiento. 
Con estos métodos cada vez más potentes la deter- 


minación de la secuencia genómica completa de un 
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organismo es más rápida y barata. La secuencia de unos 
pocos centenares de pares de bases puede tener poco 
valor a menos que sepamos su localización en el geno- 
ma. Transformar las secuencias de millones de fragmen- 
tos en una secuencia genómica requiere el alineamiento 
mediante el ordenador de las secuencias solapadas de 
los fragmentos (Fig. 8-38). El número de veces que un 
nucleótido en particular es secuenciado como promedio 
se conoce como profundidad de la secuencia o 
cubrimiento de la secuencia. En general, un número 
suficientemente grande de fragmentos son secuencia- 
dos, de forma que cada nucleótido del genoma es 
secuenciado un promedio de 30 a 40 veces (cubrimien- 
to 30-40x). Aunque el cubrimiento de algunos nucleóti- 
dos pueda variar (algunos serán secuenciados 100 
veces, mientras que unos pocos no lo sean en absoluto), 
este nivel de cubrimiento garantiza que la mayor parte 
de los nucleótidos del genoma sean secuenciados aal 
menos 10 veces y que la mayoría de los errores sean 
detectados y eliminados. Los solapamientos hacen posi- 
ble que el ordenador trace la secuencia a lo largo de un 
cromosoma, de un fragmento a otro. De esta forma se 
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FIGURA 8-38 Ensamblaje de secuencias. En una secuencia genómica, 
cada par de bases del genoma esta normalmente representado en varios, 
a menudo docenas, fragmentos secuenciados, denominados lecturas. Se 
muestra una pequeña parte de la secuencia de una nueva variante de £. 
coli, con las lecturas obtenidas por un secuenciador 454. Los números de 
la parte superior indican las posiciones de los pares de bases del genoma, 
en relación a un “O” definido arbitrariamente. Todas las secuencias proce- 
den de un cóntigo denominado 356. Las lecturas se representan por 
líneas horizontales, con los identificadores asignados por ordenador indi- 
cados a la izquierda. Los fragmentos de las hebras de DNA se secuencian 
al azar, con las secuencias obtenidas de una cadena (5'— 3', de izquierda 
a derecha) representadas por flechas continuas y las secuencias obteni- 
das de la otra cadena (5'-— 7, de derecha a izquierda) representadas por 
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líneas discontinuas. Estas últimas secuencias se muestran automática- 
mente como sus complementarias cuando se solapan con el conjunto 
global de datos. El umbral de cobertura en la parte superior es una 
medida de la calidad de la secuencia. La barra verde más ancha índica las 
secuencias que se han obtenido suficientes veces para que los resultados 
sean confiables El grosor de la línea de cobertura indica cuantas veces un 
determinado par de bases aparece en una lectura. La línea azul vertical 
indica una parte de la secuencia que se muestra en la parte inferior de la 
figura. El informe estadístico de SNP (recuadro) es un listado de las posi- 
ciones en que aparecen los polimorfismos de un único nucleótido, pre- 
sentes en algunas lecturas. Estos putativos SNP a menudo se confirman 
por secuenciación adicional. Se indican en las lecturas mediante delgadas 
líneas verticales de color azul dentro de tas líneas de cada lectura. 


pueden unir largas secuencias contiguas denominadas 
cóntigos. En los casos de secuenciación genómica 
favorables, muchos cóntigos pueden abarcar millones 
de pares de bases. Se necesitan estrategias especiales 
para rellenar los inevitables huecos y para manejar las 
secuencias repetitivas. 

En algunas aplicaciones, la profundidad de secuen- 
ciación puede aumentar 100 o incluso 1000 veces 
secuenciando cantidades mucho mayores de DNA genó- 
mico. Este procedimiento, en ocasiones denominado 
secuenciación profunda, puede ayudar en la determi- 
nación de una mutación u otra modificación genética en 
una parte de las células de un organismo. La secuencia- 
ción profunda también es útil para caracterizar secuen- 
cias genómicas en tumores cancerosos que poseen 
genomas inestables con frecuentes alteraciones a lo 
largo del crecimiento del tumor. 

Las tecnologías para la secuenciación del DNA con- 
tinúan avanzando con rapidez. Nuevos métodos com- 
plementan los dos ya descritos y, llegado el caso, pue- 
den incluso sustituirlos en muchas aplicaciones. Por 
ejemplo, un método denominado secuenciación 
mediante detección de iones con semiconductores 
(fundamento del método de nombre comercial lon 
Torrent), utiliza fragmentos de DNA inmovilizados del 
mismo modo que la secuenciación 454 e illumina. Los 
cuatro dNTP se introducen uno tras otro en un ciclo 
repetitivo, cuidando de eliminar cada uno de ellos antes 
de añadir el siguiente. La adición de un dNTP en un 
lugar determinado de la cadena en curso de crecimiento 
se detecta midiendo los protones liberados en la reac- 
ción. La invención de métodos de detección de luz muy 
sensibles ha hecho posible otro método denominado 
secuenciación en tiempo real de moléculas indivi- 
duales (SMRT). Se inmoviliza una sola molécula de 
DNA polimerasa en la base de cada uno de los millones 
de poros realizados con precisión de la célula de flujo. 
La polimerasa captura segmentos genómicos fragmen- 
tados a medida que estos difunden en el interior del 
poro. A continuación los dNTP difunden y cada nucleó- 
tido añadido libera su grupo fluorescente coloreado al 
unirse a la cadena de DNA. Un novedoso sistema de 
detección de luz registra el destello de luz resultante en 
la base del poro, el color del cual revela la identidad de 
cada nucleótido añadido. Este método es muy preciso y 
puede generar lecturas especialmente largas, de cerca 
de 10,000 pares de bases. 
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FIGURA 8-39 Nucleósidos fostato. Estructura general de los nucleósi- 
dos 5'-monmo, di- y trifosfata (NMP, NDP y NTP} y sus abreviaturas 
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E El DNA nativo se desenrolla y sus hebras se separan 
reversiblemente (fusión) por efecto del calor o los pH 
extremos. Los DNA ricos en pares G=C tienen tempe- 
raturas de fusión superiores a las del DNA rico en pares 
A=T. 

E El DNA es un polímero relativamente estable. Reac- 
ciones espontáneas, tales como la desaminación de 
ciertas bases, la hidrólisis de los enlaces base-azúcar 
N-glucosídicos, la formación de dímeros de pirimidina 
inducida por radiación y el daño oxidativo, ocurren muy 
lentamente; sin embargo, son importantes por la baja 
tolerancia de las células a los cambios en el material 
genético. 

E Es posible sintetizar oligonucleótidos de secuencia 
conocida con rapidez y precisión. 

E La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) per- 
mite amplificar segmentos de DNA de forma sencilla y 
precisa si se conoce la secuencia de los extremos del 
fragmento de DNA amplificado. 

MM La secuenciación rutinaria de genes o segmentos 
cortos de DNA se realiza con una versión automatizada 
del método de los dideoxi de Sanger. 

MM Secuencias de DNA, incluso genomas enteros, pue- 
den obtenerse en horas o en pocos días mediante diversos 
métodos, incluida la secuenciación de nueva generación. 


8.4 Otras funciones de los nucleótidos 


Además de las funciones que les corresponden como 
subunidades de los ácidos nucleicos, los nucleótidos . 
también desempeñan otras funciones en la célula: 
actúan como transportadores de energía, componentes 
de cofactores enzimáticos y mensajeros químicos. 


Los nucleótidos transportan energía química 
en las células 


El grupo fosfato unido covalentemente al grupo hidroxi- 
lo en 5' de un ribonucleótido puede tener uno o dos 
fosfato adicionales incorporados. Se los conoce como 
nucleósidos mono-, di- y trifosfato, respectivamente 
(Fig. 8-39). Partiendo de la ribosa, los grupos fosfato 
se suelen denominar a, f3 y y. La hidrólisis de los nucleó- 
sidos trifosfato suministra la energía química para 
impulsar una amplia variedad de reacciones celulares. 
La adenosina 5'-trifosfato, ATP, es, con diferencia, el 
más ampliamente utilizado para este propósito, pero el 


Abreviaturas de los 
desoxirribonucleósidos 5'-fostato 


Base Mono- Di- Tri- 


dAMP 
dGMP 
dCMP 
dTMP 


ADP 
GDP 
CDP 
UDP 


Adenina 


Guanina 


Citosina 


Timina 


estándar. En los desoxirribonucieósidos fosfato (ANMP, dNDP y dNTP), 
la pentosa es 2'-desoxi-D-ribosa. 
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Adenina 


Anhidrido L______] 
Anhidrido 


ATP 


HyO—E—O—C— CH HC—E—O—CH 


Anhidrido acético, Acetato de metilo, 
un anhídrido de un éster de 
ácido carboxiílico ácido carboxílico 


FIGURA 8-40 Los enlaces éster fosfato y anhidrido de ácido fosfórico 
del ATP. La hidrólisis de un enlace anhídrido libera más energía que la 
hidrólisis de un éster. Como comparación, se muestran un anhídrido y un 
éster de un ácido carboxiílico. 


HS — CH)—CH)—N—C—CH2—CH)—N=—E— 


U 


AB-Mercaptoetilamina Acido pantoténico 


O 
ll 


C —NH) 
CY Nicotinamida 


CH? o N 


Nicotinamina adenina dinucieótido (NAD”) 


FIGURA 8-41 Algunos coenzimas que contienen adenosina. La por- 
ción de adenosina está sombreada en rosa. El coenzima A (CoA) actúa 
en reacciones de transferencia del grupo acilo; el grupo acilo (tal como 
los grupos acetilo y acetoacetilo) está unido al CoA a través de un enlace 
tioéster en la porción ¿-mercaptoetilamina. El NAD* participa en las 


UTP, el GTP y el CTP también se emplean en algunas 
reacciones. Los nucleósidos trifosfato también actúan 
como precursores activados en la síntesis de DNA y 
RNA, tal como se describe en los Capítulos 25 y 26. 

La hidrólisis del ATP y otros nucleósidos trifosfato 
libera energía como consecuencia de la estructura del 
grupo trifosfato. El enlace entre la ribosa y el fosfato a: 
es de tipo éster. Los enlaces a, 8 y $, y son anhídridos de 
ácido fosfórico (Fig. 8-40). La hidrólisis del enlace éster 
libera aproximadamente 14 kJ/mol en condiciones están- 
dar, mientras que la de cada uno de los enlaces anhídrido 
libera aproximadamente 30 kJ/mol. La hidrólisis del ATP 
a menudo juega un importante papel termodinámico en 
las biosíntesis. Cuando está acoplada con una reacción 
que presenta una variación de energía libre positiva, la 
hidrólisis del ATP desplaza el equilibrio del proceso glo- 
bal en favor de la formación de producto (recuérdese la 
relación entre la constante de equilibrio y la variación de 
energía libre descrita por la Ecuación 6-3 en la p. 192). 


3'-Fosfoadenosina difostato 


(3'-P-ADP) 
N 
A 
H¿C N A 
Hz Riboflavina 


Nicotinamina adenina dinucleótido (NAD*) 


transferencias de hidruro, y el FAD, la forma activa de la vitamina B, 
(riboflavina), en transferencias de electrones. Otro coenzima que incor- 
pora adenosina en su estructura es la 5'-desoxiadenosil-cobalamina, la 
forma activa de la vitamina B, (véase el Recuadro 17-2), que participa en 
las transferencias intramoleculares de grupos entre carbonos adyacentes. 


Los nucleótidos de adenina forman parte de muchos 
cofactores enzimáticos 


Un buen número de cofactores enzimáticos que llevan a 
cabo una amplia gama de funciones químicas contienen 
adenosina como parte de su estructura (Fig. 8-41). No 
tienen ninguna relación estructural entre ellos, aparte 
de la presencia de adenosina. En ninguno de estos 
cofactores la porción de adenosina de la molécula parti- 
cipa directamente en su función primaria, pero si se 
elimina la adenosina de sus estructuras el resultado 
suele ser una drástica reducción de su actividad. Por 
ejemplo, la eliminación del nucieótido de adenina 
(3'-fosfoadenosina difosfato) del acetoacetil-CoA, el 
derivado coenzima A del acetoacetato, reduce su reac- 
tividad como sustrato de la 4-cetoacil-CoA transferasa 
(un enzima del metabolismo lipídico) en un factor de 
10°. Aunque el papel de la adenosina no se ha estudiado 
en detalle, con seguridad tiene relación con la energía 
de unión entre el enzima y el sustrato (o cofactor) que 
interviene tanto en la catálisis como en la estabilización 
del complejo enzima-sustrato inicial (Capítulo 6). En el 
caso de la A-cetoacil-CoA transferasa, el nucleótido 
parece actuar como un “asidero” de fijación que ayuda 
a tirar del sustrato (acetoacetil-CoA) para colocarlo en 
el interior del centro activo. Es posible describir funcio- 
nes parecidas para las porciones nucleosídicas de otros 
cofactores nucleotídicos. 

¿Por qué se usa adenosina en estas estructuras en 
lugar de otra molécula de gran tamaño? La respuesta 
puede estar relacionada con cuestiones de economía 
evolutiva. Ciertamente, la adenosina no es la única 
molécula que puede aportar una cantidad suficiente de 
energía potencial de unión. Es posible que la importan- 
cia de la adenosina radique, no tanto en alguna caracte- 
rística química concreta, como en la ventaja evolutiva 
de usar el mismo compuesto para múltiples funciones. 
Una vez el ATP se convirtió en la fuente universal de 
energía química, los sistemas evolucionaron para sinte- 
tizar ATP con mayor abundancia que otros nucleótidos. 
Puesto que el ATP es abundante, resulta lógica su elec- 
ción como parte de una amplia variedad de estructuras. 
La ganancia se hace extensiva a la estructura proteica. 
Un dominio proteico único capaz de fijar adenosina 
puede utilizarse en diferentes enzimas. Este dominio, 
denominado plegamiento de unión de nucleótidos, 
se encuentra en muchos enzimas que unen ATP y cofac- 
Lores nucleotídicos. 


Algunos nucleótidos son moléculas reguladoras 


Las células responden a su entorno exterior captando 
señales hormonales y de otro tipo. La interacción de 
estas señales químicas extracelulares (“primeros men- 
sajeros”) con receptores de la superficie celular suele 
promover la producción de segundos mensajeros en 
el interior de la célula, que, a su vez, provocan cambios 
adaptativos dentro de la célula (Capítulo 12). El segun- 
do mensajero es, a menudo, un nucleótido (Figura 8-42). 
Uno de los más comunes es la adenosina 3',5'-mono- 
fosfato cíclico (AMP cíclico o cAMP), que se forma 
a partir del ATP, en una reacción catalizada por la ade- 
nilil ciclasa, enzima asociado a la cara interna de la 
membrana plasmática, El AMP cíclico tiene funciones 
reguladoras en prácticamente todas las células que no 
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Adenosina 3' 5'-monofostato cíclico 
CAMP ciclico, cAMP) 


O” 
Guanosina 3',5'-monofosfato cíctico 
(GMP cíclico, cGMP) 


Guanosina 5'-difostato-3'-difostato 
(guanosina tetrafosfato) (ppGpp) 


FIGURA 8-42 Tres nucleótidos reguladores. 


pertenezcan al reino vegetal. El nucleótido guanosina 
3,0 -monofosfato cíclico (cGMP) se encuentra en 
muchas eélulas y tiene también funciones reguladoras. 

Otro nucleótido regulador, el ppGpp (Fig. 8-42), se 
produce en las bacterias como respuesta a la disminu- 
ción de la síntesis proteica provocada por el agotamien- 
to de los aminoácidos del medio de cultivo. Este nucleó- 
tido inhibe la síntesis de las moléculas de rTRNA y tRNA 
(véase la Fig. 28-22), necesarias para la síntesis protei- 
ca, evitando así la producción innecesaria de ácidos 
nucleicos. 


Los nucleótidos de adenina también actúan de señal 


El ATP y el ADP también actúan de señal en 
muchos organismos unicelulares y multicelula- 
res, incluidos los humanos. 

En los mamíferos, ciertas neuronas liberan ATP en 
las sinapsis donde se une a receptores P2x de la célula 
postsináptica, lo cual provoca cambios en el potencial 
de membrana o la liberación de un segundo mensajero 
intracelular que inicia diversos procesos fisiológicos, 
tales como el gusto, la inflamación y la contracción del 
músculo liso. Una importante clase de receptores de 
ATP, que está involucrada en la sensación de dolor, es 
un objeto obvio de estudio farmacológico. El ADP extra- 
celular es una molécula de señalización que actúa a 
través de receptores P2x en células sensibles. El fárma- 
co copridogrel (Plavix) inhibe la unión del ADP a los 
receptores P2x de las plaquetas, impidiendo la coagula- 
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ción de la sangre en pacientes con enfermedad cardía- 
ca. Las rutas de señalización se tratan con más detalle 
en el Capítulo 12: E 


RESUMEN 8.4 Otras funciones de los nucleótidos 


E El ATP es el transportador central de energía quími- 
ca en las células. La presencia de la porción adenosina 
en una variedad de cofactores enzimáticos puede estar 
relacionada con los requerimientos de la energía de 
interacción. 

MM El AMP cíclico, formado a partir de ATP en una 
reacción catalizada por la adenilil ciclasa, es un segundo 
mensajero común producido en respuesta a hormonas u 
otras señales químicas. 

M El ATP y el ADP actúan como neurotransmisores en 
numerosas vías de transducción de señales. 


El Términos clave 
Todos los términos en negrita están definidos en el glosario. 


Acido desoxirribonucleico DNA trípilex 292 
(DNA) 281 tetráplex de G 293 
Acido ribonucleico transcripción 293 
(RNA) 281 mRNA 
Gen 281 monocistrónico 293 
RNA ribosómico mRNA policistrónico 293 
(rRNA) 28i mutación 298 
RNA mensajero reacción en cadena de la 
(mRNA) 281 polimerasa (PCR) 301 
RNA de transferencia DNA polimerasas 301 
(tRNA) 281 Técnicas para la 
Nucleótido 281 secuenciación del 
Nucleósido 281 DNA 305 
Pirimidina 281 pirosecuenciación 308 
Purina 281 secuenciación por 
Desoxirribonucleó- terminador 
tidos 283 reversible 309 
Ribonucleótido 283 profundidad de secuen- 
enlace fosfodiéster 284 ciación cóntigo 311 
extremo 5' 285 secuenciación por 
extremo 3' 285 detección de iones con 
oligonucleótido 286 semiconductores 311 
polinucleótido 286 secuenciación en tiempo 
par de bases 286 real de moléculas 
surco mayor 288 individuales 
surco menor 288 (SMRT) 311 
forma B del DNA 290 segundo mensajero 313 
forma A del DNA 290 adenosina 3',5' 
forma Z dei DNA 290 -monofosfato cíclico 
palíndromo 291 (AMP cíclico, 
horquilla 292 cAMP} 313 
cruciforme 292 
2 Problemas 


1. Estructura de nucleótidos ¿Cuáles son las posiciones en 
un anillo de purina de un nucloeótido purínico en el DNA que 
poseen el potencial para formar enlaces de hidrógeno, pero no 
están implicados en los pares de bases de Watson y Crick? 


2. Secuencia de bases de hebras de DNA complementa- 
rias Una hebra de un DNA en doble hélice tiene la secuencia 
(5)GCGCAATATTTCTCAAAATATTGOGC(3). Escriba la se- 
cuencia de bases de la hebra complementaria. ¿Qué tipo espe- 


cial de secuencia contiene este fragmento de DNA? ¿Puede el 
DNA de doble cadena formar estructuras alternativas? 


3. El DNA del cuerpo humano Calcular el peso, expresado 
en gramos, de una molécula de DNA de doble hebra que se 
extendiera de la tierra a la luna (-320.000 km). La doble hélice 
de DNA pesa aproximadamente 1 x 10? g por cada 1.000 pa- 
res de nucleótidos; cada par de bases tiene un espesor de 3,4 
Å. Para establecer una comparación interesante, ¡piense que 
el cuerpo humano contiene aproximadamente 0,5 g de DNA! 


4. Curvatura del DNA Suponga que un fragmento de poli(A) 
de cinco pares de bases produce una curvatura en una hebra 
del DNA de aproximadamente 20° . Calcule la curvatura total 
(neta) producida en el DNA si los pares de bases del centro (el 
tercero de cinco) de dos fragmentos sucesivos de (dA), se si- 
túan a (a) 10 pares de bases o (b) 15 pares de bases de distan- 
cia. Suponga que hay 10 pares de bases por vuelta en la doble 
hélice del DNA. 


5. Diferencias entre la estructura del DNA y la del RNA 
Las secuencias palindrómicas de RNA o DNA de cadena simple 
pueden formar estructuras en horquilla. ¿En qué se diferen- 
cian las estructuras helicoidales de una horquilla larga y comple- 
tamente apareada (excepto en el extremo) de RNA y otra 
horquilla similar de DNA? 


6. Química de los nucleótidos En las células de muchos 
organismos eucarióticos existen sistemas altamente especiali- 
zados para reparar específicamente los errores de aparea- 
miento G-T en el DNA. El error de apareamiento se repara 
creando un nuevo par de bases G=C (no A=T). Este meca- 
nismo de reparación del apareamiento erróneo G-T actúa al 
mismo tiempo que un sistema más general que repara prácti- 
camente todos los errores de apareamiento. Proponga una 
explicación de por qué las células necesitan un sistema espe- 
cializado para reparar los errores de apareamiento G-T. 


7. Desnaturalización de los ácidos nucleicos Un oligonu- 
cleótido de DNA de cadena doble, una de cuyas cadenas tiene 
la secuencia TAATACGACTCACTATAGGG tiene una tempera- 
tura de fusión (tm) de 59° C. Si se sintetiza un oligonucleótido 
dúplex idéntico de RNA (sustituyendo T por U) ¿su tempera- 
tura de fusión será mayor o menor? 


8. Daño espontáneo en el DNA La hidrólisis del enlace 
N-glucosídico entre la desoxirribosa y una purina en el DNA 
crea un sitio AP. Un sitio AP genera una desestabilización ter- 
modinámica mayor que la provocada por cualquier par de ba- 
ses desapareado. Este efecto no está completamente 
explicado. Examine la estructura de un sitio AP (véase la Fig. 
8-29b) y describa algunas consecuencias químicas de la pér- 
dida de una base, 


9. Predicción de la estructura de un ácido nucleico a par- 
tir de su secuencia Una región de un cromosoma secuenciado 
tiene la secuencia (de una de las cadenas) ATTGCATCCGCGC- 
GTGOCGCGOGCGATOCCGTTACTTTCCG. ¿Qué parte de estaa 
secuencia es más probable que adopte la conformación Z? 


10. Estructura de los ácidos nucleicos Explique por qué la 
absorción de la luz UV por un DNA de doble cadena aumenta 
(el efecto hipercrómico) cuando el DNA se desnaturaliza. 


11. Determinación de la concentración de proteína en 
una disolución que contiene proteínas y ácidos nucleicos 
La concentración de proteína o de ácido nucleico en una disolu- 
ción que contenga ambos componentes puede determinarse 


aprovechando sus distintas propiedades de absorción de luz. 
Las proteínas presentan una fuerte absorción a 280 nm y los 
ácidos nucleicos a 260 nm. Cuando se hallan presenten en una 
mezcla, es posible determinar sus concentraciones respectivas 
midiendo la absorbancia (A) de la disolución a 280 nm y 260 nm, 
con ayuda de la tabla adjunta. La tabla indica el porcentaje de la 
masa total que corresponde al ácido nucleico en función de 
Rosoogo» 1a relación de absorbancias a 280 y 260 nm. El factor, F, 
permite corregir la lectura de A,,, para obtener una mejor esti- 
mación de la concentración de proteína. La concentración de 
proteína (en mg/mL) es igual a F x A,,, (suponiendo que la cu- 
beta tenga 1 cm de paso de luz). Calcule las concentraciones de 
proteína y de ácido nucleico si A,,, = 0,69 y As = 0,94. 


Proporción de 
R min ácido nueleico (% ) F 
1,75 0,00 1,116 
1,63 0,25 1,081 
1,52 0,50 1,054 
1,40 0,75 1,023 
1,36 1,00 0,994 
1,30 1,25 0,970 
1,25 1,50 0,944 
1,16 2,00 0,899 
1,09 2,50 0,852 
1,03 3,00 0,814 
0,979 3,50 0,776 
0,939 4,00 0,743 
0,874 5,00 0,682 
0,846 5,50 0,656 
0,822 6,00 0,632 
0,804 6,50 0,607 
0,784 7,00 0,585 
0,767 7,50 0,565 
0,753 8,90 0,545 
0,730 9,00 0,508 
0,705 10,00 0,478 
0,671 12,00 0,422 
0,644 14,00 0,377 
0,615 17,00 0,322 
0,595 20,00 0,278 


12. Solubilidad de los componentes del DNA Dibuje las 
siguientes estructuras y ordénelas según su solubilidad rela- 
tiva en agua (de más soluble a menos soluble): desoxirribosa, 
guanina, fosfato. ¿Por qué estas solubilidades están en conso- 
nancia con la estructura tridimensional del DNA de doble ca- 
dena? 


13. La reacción en cadena de la polimerasa Abajo se 
muestra una hebra de una secuencia de DNA cromosómico. Se 
pretende amplificar y aislar un fragmento de DNA definido por 
la secuencia en rojo mediante la reacción en cadena de la poli- 
merasa (PCR). Diseñe dos cebadores para la PCR, ambos de 
20 nucleótidos, que sirvan para amplificar este segmento de 
DNA. El producto final de la PCR generado con los cebadores 
no debería contener secuencias fuera del segrnento en rojo. 
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5" — — — AATGOCGTCAGCCGATOTGOCTOGAGTCAATOGA 
TGCTGGTAACTTGGGGTATAAAGCTTACCCATGGTATCGTAG 
TTAGATTGATTGTTAGGTTCTTAGGTTTAGGTTTCTGGTATT 
GGTTTAGGGTCTTTGATGCTATTAATTGTTTGGTTTTGATTT 
GGTCTTTATATGGTTTATGTTTTAAGCCGGGTTTTGTCTGG- 
GATGGTTOGTOTGATGTGOGOGTAGOGTGCGGCG --- 8 


14. Secuenciación genómica En los grandes proyectos de 
secuenciación, los datos iniciales a menudo presentan inte- 
rrupciones donde no se ha obtenido información. Para llenar 
los huecos, los cebadores complementarios de la hebra aca- 
bada en 5' (es decir, idéntica a la secuencia de la hehra termi- 
nada en 3”) al final de cada cóntigo resultan especialmente 
útiles. Explique cómo pueden usarse estos cebadores: 


15. Secuenciación de nueva generación En la secuencia- 
ción de terminador reversible, cómo se vería afectado el pro- 
ceso de secuenciación si el grupo de bloqueo en 3' de cada 
nucleótido fuese sustituido por el 3'-H presente en los dideoxi- 
nucleótidos en la secuenciación de Sanger. 


16. Fundamento de la secuenciación por el método de 
Sanger En el método de Sanger (didesoxi) para secuenciar 
DNA, se añade una pequeña cantidad de didesoxinucleótido 
trifosfato, supongamos ddCTP, a la reacción de secuenciación 
junto con una cantidad mayor del correspondiente dCTP ¿Qué 
resultado se observaría si se omitiera el dCTP? 


17. Secuenciación del DNA El siguiente fragmento de DNA 
fue secuenciado por el método de Sanger. El asterisco rojo 
representa un marcador fluorescente. 


O 5) 3'-OH 


3' m ATTACGCAAGGACATTAGAC---5* 


Una muestra del DNA fue tratada con una DNA polime- 
rasa y con cada una de las mezclas de nucleótidos (en un tam- 
pón apropiado) indicadas a continuación. Los 
didesoxinucleótidos (AANTP) se añadieron en cantidades re- 
lativamente pequeñas. 


dATP, dTTP, dCTP, dGTP, ddTTP 
dATP, dTTP, dCTP, dGTP, ddGTP 
dATP, dCTP, dGTP, ddTTP 

dATP, dTTP, dCTP, dGTP 


> so on 


El DNA resultante fue separado por electroforesis en gel de 
agarosa y las bandas fluorescentes localizadas en el gel. Se 
muestra el patrón de bandas obtenido con la mezcla de nucleó- 
tidos 1. ¿Suponiendo que todas las mezclas fuesen analizadas 
en el mismo gel, qué apariencia tendrían los restantes carriles? 


SS 


Electroforesis 
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18. Fosfodiesterasa de veneno de serpiente Una exonu- 
cleasa es un enzima que separa nucleótidos de forma secuen- 
cial a partir del extremo de una cadena polinucleotídica. La 
fosfodiesterasa de veneno de serpiente, que hidroliza nucleó- 
tidos desde el extremo 3' de cualquier oligonucieótido que 
tenga un grupo 3' hidroxilo libre, rompe entre el 3' hidroxilo de 
la ribosa o desoxirribosa y el grupo fosforilo del siguiente nu- 
cleótido. Actúa tanto sobre DNA como sobre RNA de cadena 
sencilla y no presenta especificidad de base. Este enzima se 
utilizó en la determinación de secuencias antes del desarrollo 
de las técmcas modernas de secuenciación de ácidos nuclei- 
cos. ¿Cuáles son los productos de la digestión parcial por la 
fosfodiesterasa de veneno de serpiente de un oligonucleótido 
con la siguiente secuencia? 

(5)GCGCCAUUGC{39-OH 


19. Conservación del DNA en las endosporas bacteria- 
nas Las endosporas bacterianas se forman cuando el ambiente 
ya no es adecuado para el mantenimiento del metabolismo 
celular. La bacteria del suelo, Bacillus subtilis, por ejemplo, 
empieza el proceso de esporulación cuando se han agotado 
uno o más nutrientes. El producto final es una pequeña estruc- 
tura metabólicamente inactiva que puede sobrevivir casi inde- 
finidamente sin metabolismo detectable. Las esporas tienen 
mecanismos para impedir la acumulación de mutaciones po- 
tencialmente letales en su DNA durante períodos de latencia 
superiores a los 1.000 años. Las esporas de Bacillus subtilis 
son mucho más resistentes al calor, radiación UV y agentes 
oxidantes, todos los cuales provocan mutaciones, que las célu- 
las en crecimiento. 

Un factor que impide la lesión potencial del DNA en las 
esporas es una gran disminución de su contenido en agua, ¿De 
qué modo afectaría la deshidratación a algunos tipos de muta- 
ciones? 

Las endosporas contienen una clase de proteínas denomi- 
nadas pequeñas proteínas ácido-solubles (SASP) que se unen 
a su DNA impidiendo la formación de dímeros de tipo ciciobu- 
tano. ¿Qué produce los díimeros de ciclobutano y por qué las 
endosporas bacterianas necesitan mecanismos para impedir 
su formación? 


20. Síntesis de oligonucleótidos En el esquema de la Fi- 
gura 8-35, se modifica cada base que tiene que añadirse al oli- 
gonucleótido en crecimiento para activar su 3' hidroxilo y se 
une un grupo dimetoxitritilo (DMT) al 5' hidroxilo ¿Cuál es la 
función del grupo DMT de la base entrante? 


E Bioquímica en Internet 


21. La estructura del DNA El descubrimiento de la estruc- 
tura tridimensional del DNA ayudó a los investigadores a com- 
prender de qué modo esta molécula transporta información 
que se puede transmitir fielmente de una generación a la si- 
guiente. Para ver la estructura secundaria del DNA de doble 
cadena vaya al sitio Web del Protein Data Bank (www.pdb. 
org). Utilice los identificadores del PDB indicados más ade- 
lante para bajar los resúmenes estructurales de las dos formas 
de DNA. Abra las estructuras utilizando JSMol y use los con- 
troles del menú Jmol (accesibles tecleando control o sobre el 
logotipo Jmol en la esquina inferior derecha de la pantalla) 
para completar los ejercicios siguientes. Use los enlaces de 
ayuda de J8mol cuando sea necesario. 

Obtenga el archivo PDB ID 141D, que contiene una se- 
cuencia de DNA altamente conservada del extremo del ge- 
noma del VIH-1 (el virus causante del SIDA). Muestre la 


molécula en forma de estructura de bolas y varillas con los di- 
ferentes elementos de distinto color. Identifique el armazón 
azúcar-fosíato de cada cadena del dúplex de DNA. Localice e 
identifique las bases individuales. Identifique el extremo 5' de 
cada cadena. Localice los surcos mayor y menor. ¿Se trata de 
una hélice dextrógira o levógira? 

Obtenga el archivo PDB ID 145D, correspondiente a un 
DNA en la conformación Z. Muestre la molécula en forma de 
estructura de bolas y varillas con los elementos coloreados. 
Identifique el armazón azúcar-fosfato de cada cadena del dú- 
plex de DNA, ¿Se trata de una hélice dextrógira o levógira? 

(c) Para apreciar plenamente la estructura secundaria del 
DNA seleccione la opción estereo del visor. En el menú de 
control, Seleccione >All, a continuación Style >Cross-eyed 
viewing o Wall-eyed viewing. (Si dispone de gafas estereo- 
gráficas, seleccione la opción apropiada). Verá dos imágenes 
de la molécula de DNA. Permanezca sentado con su nariz a 
unos 25 cm aproximadamente de la pantalla y enfoque la vista 
en la punta de su nariz (cross-eyed) o en los bordes opuestos 
de la pantalla (wall-eyed). En el fondo debería ver tres imáge- 
nes de la hélice de DNA. Desplace el enfoque a la imagen cen- 
tral, que debería aparecer en forma tridimensional (Observe 
que sólo uno de los dos autores puede realizar esta tarea). 


E Problema de analisis de datos 


19. Estudios de Chargaff de la estructura del DNA La 
sección “El DNA es una doble hélice que almacena informa- 
ción genética” incluye un resumen de los hallazgos principales 
de Erwin Chargaff y colaboradores en forma de cuatro conclu- 
siones (“Reglas de Chargaff”, p. 288). En este problema exa- 
minará los datos obtenidos por Chargaff que apoyan estas 
conclusiones. 


En un artículo, Chargaff (1950) describió sus métodos analíti- 
cos y sus resultados iniciales. De forma sucinta, trató muestras 
de DNA con ácido para eliminar las bases, separó las bases por 
cromatografía en papel y midió la cantidad de cada base por 
espectroscopia de UV. Sus resultados se muestran en las tres 
tablas siguientes. La relación molar es la relación entre el 
número de moles de cada base en la muestra y el número de 
moles de fosfato en la muestra, que corresponde a la fracción 
del número total de bases representada por cada base en par- 
ticular. La recuperación es la suma de las cuatro bases (la 
suma de las relaciones molares); la recuperación completa de 
todas las bases del DNA daría una recuperación de 1.0. 


Relaciones molares en el DNA de buey 


Timo Bazo Hígado 
Base Prep.l Prep.2 Prep.3 Prep.i Prep.2 
Adenina 026 0,28 0,30. 025 026 026 
Guanina 0,21 0,24 0,22 0,20 0,21 0,20 
Citosina 0,16 0,18 0,17 0,15 0,17 
Timina 0,25 0,24 0,25 0,24 0,24 


Recuperación 0,88 0,94 m _0,94 0,84 0,88 


Relaciones molares en el DNA humano 


Esperma Timo Hígado 
Pase Prep.1  Prep2  Prep.1 Normal Carcinoma 
Adenina 0,29 02 028 027 on — 
Guanina 0,18 0,17 0,19 0,19 0,18 
Citosina 0,18 0,18 0,16 0,15 
Timina 0,31 0,30 0,28 0,27 
Recuperación 0,96 0,92 091 0,87 


Relaciones molares en el DNA 
de microorganismos 
Bacilos de la 
Levadura tuberculosis aviar 
Base Prep.1 Prep. 2 Prep. 1 
Adenina 0,24 0,30 0,12 
Guanina 0,14 0,18 0,28 
Citosina 0,13 0,15 0,26 
Timina 0,25 0,29 0,11 
Recuperación 0,78 0,92 0,77 


Sobre la base de estos datos, Chargaff concluyó que “hasta 
ahora no se han encontrado diferencias de composición en el 
DNA de diferentes tejidos de la misma especie”. Ello está de 
acuerdo con la conclusión 2 de este capítulo. Sin embargo, una 
mirada escéptica a los datos anteriores podría llevar a afirmar, 
¡A mi me parecen diferentes! Si fuese Chargaff, ¿cómo utiliza- 
ría estos datos para convencer a un escéptico de cambiar de 
opinión? 

La composición en bases del DNA de células normales y 
cancerosas de hígado (hepatocarcinoma) no era significativa- 
mente distinta ¿Esperaría que la técnica de Chargaff fuese 
capaz de detectar diferencias entre el DNA normal y el de las 
células cancerosas? Explique su razonamiento. 

Como puede suponer, los datos de Chargaff no eran del 
todo convincentes. Continuó mejorando sus técnicas, como se 
describe en su artículo de 1951, en el cual determinó las rela- 
ciones molares de las bases del DNA de diferentes organismos. 


Origen AG TC SN > 
Buey 129 143 La 100 
Humanos 156 175 1,00 1,00 1,0 
Gallina 145 LÆ 1,06 0,91 0,99 
Salmón 143 143 1,02 1,02 1,02 
Trigo 1,22 1,18 1,00 0,97 0,99 
Levadura 167 192 1,03 1,20 1,0 
Haemophilus 

infecta tipo e 1,74 1,54 1,07 0,91 1.0 
E. colí K-12 1,06 095 1/09 0,99 1,0 
Bacilo de la 

tubrerculosis aviar 0,4 04 1,09 1,08 1,1 
Serratía marcescens 0,7 0,7 0,95 0,86 0,9 
Bacillus schatz 0,7 0,6 1,12 0,89 1,0 
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Según Chargaff, como se afirma en la conclusión 1 de este ca- 
pítulo, “La composición de bases del DNA generalmente varía 
de una especie a otra”. Argumente, sobre la base de los datos 
presentados hasta ahora, a favor de esta conclusión. 

De acuerdo con la conclusión 4, “En todos los DNA celulares, 
con independencia de la especie... A+G=T+C”. Argumente, 
sobre la base de los datos presentados hasta ahora, a favor de 
esta conclusión. 

Chargaff pretendía descalificar la “hipótesis del tetranucleó- 
tido”, según la cual el DNA era un polímero del tetranucieótido 
(AGCT), repetido monótonamente y por lo tanto incapaz de 
contener información asociada a la secuencia. Aunque los da- 
tos presentados anteriormente muestran que el DNA no puede 
consistir en un simple tetranucleótido, si así fuese todas las 
muestras tendrían relaciones molares de 0,25 para cada base, 
todavía era posible que el DNA de diferentes organismos fuese 
ligeramente más complejo, pero basado en la repetición monó- 
tona de una secuencia. 

Para abordar este problema, Chargaff tomó DNA de germen de 
trigo y lo trató con desoxirribonucleasa durante diferentes in- 
tervalos de tiempo. Á cada intervalo de tiempo, parte del DNA 
se convertía en fragmentos más pequeños; a los fragmentos 
más largos que quedaban sin digerir los denomino el “núcleo”. 
En la tabla que sigue, el “núcleo 19%” corresponde a los frag- 
mentos mayores restantes una vez se ha degradado el 81% del 
DNA; el “núcleo 8%” corresponde a los fragmentos mayores 
después de la degradación del 92% del DNA. 


Núcleo 8% 


Base DNA intacto Núcleo 19% 

Adenina 0,27 0,33 0,35 
Guanina 0,22 0,20 0,20 
Citosina 0,22 0,16 0,14 
Timina 0,27 0,26 0,23 
Recuperación 0,98 0,965 0,92 


(e)¿Cómo utilizaría estos datos para argumentar 
que el DNA de germen de trigo no está formado por una 
secuencia repetida monótonamente? 
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en este libro puede a veces ocultar una realidad 
i¡oquímica: lo que hemos aprendido hasta ahora no 
es más que un principio. Cada día se descubren nuevas 
proteínas, lípidos, glúcidos y ácidos nucleicos, cuyas 
funciones con frecuencia se desconocen ¿Cuántos que- 
dan por descubrir y cuál es su función? incluso biomo- 
léculas bien caracterizadas continúan desafiando a los 
investigadores con un sinnúmero de mecanismos no 
resueltos y preguntas funcionales. Una nueva era, defi- 
nida por las tecnologías que hacen posible el acceso a la 
totalidad del DNA celular, “el genoma”, ha acelerado el 
proceso. 

La palabra genoma, acuñada por el botánico alemán 
Hans Winkler en 1920 deriva simplemente de combinar 
gen y la sílaba final de cromosoma. Genoma se define 
actualmente como el complemento genético haploide 
completo de un organismo En esencia, un genoma es 
una copia de la información hereditaria requerida para 
especificar un organismo. En los organismos que se 
reproducen sexualmente, el genoma incluye 

Los millares de secuencias genómicas completas 
disponibles dan una idea de la dificultad de la tarea 
pendiente. En pocas palabras, desconocemos la función 
de la mayor parte del DNA, que a menudo incluye la 
mitad o más de los genes de un genoma típico. Estas 
mismas secuencias genómicas ofrecen una oportunidad 
sin precedentes. No hay otra fuente de información 
sobre una célula o un organismo más importante que su 
propio DNA. La tarea de extraer esta información ha 
dado lugar a sofisticadas tecnologías basadas en el DNA, 
que se encuentran en la base de cualquier desarrollo 
bioquímico. Las tecnologías que vamos ahora a exami- 


l a complejidad de las moléculas y sistemas descritos 


nar (junto con otras varias discutidas en el Capítulo 8) 
están involucradas en todos los temas que explorare- 
mos en los siguientes capítulos. 

El estudio de las moléculas de DNA presenta un 
problema especial: su tamaño. Los cromosomas son con 
mucho las biomoléculas más grandes de cualquier célu- 
la. ¿Cómo puede encontrarse la información que intere- 
sa cuando se trata de una pequeña parte de un cromo- 
soma que puede contener millones o incluso miles de - 
millones de pares de bases? Estos problemas empeza- 
ron a resolverse en la década de 1970. 

Décadas de esfuerzos de miles de científicos, traba- 
jando en genética, bioquímica, biología celular y quími- 
ca física, se materializaron finalmente en los laborato- 
rios de Paul Berg, Herbert Boyer y Stanley Cohen, que 
idearon técnicas para la localización, el aislamiento, la 
preparación y el estudio de pequeños segmentos de 
DNA procedentes de cromosomas mucho mayores. Las 
tecnologías avanzadas descritas en el Caítulo 8, que 
continuan evolucionando y mejorando, siguieron de 
cerca. Thomas H. Roderick de los Laboratorios Jackson 
en Bar Harbour, Maine, propuso el vocábulo Genomics 
para nombrar una nueva revista y éste término acabó 
definiendo el nuevo ámbito de conocimiento. Las técni- 
cas para la clonación del DNA han hecho posible la 
genómica moderna y han contribuido al desarrollo de 
las tecnologías empleadas por la biología de sistemas, 
es decir, el estudio de la bioquímica a nivel de células y 
de organismos enteros. 

El tratamiento de los contenidos de este capítulo 
puede resultar en cierta medida conflictivo para cual- 
quier estudiante o profesor. En primer lugar, los méto- 
dos descritos fueron posibles gracias al progreso de los 
conocimientos sobre el metabolismo del DNA y el RNA. 
Por lo tanto, es necesario comprender algunos concep- 
tos fundamentales de la replicación del DNA, la trans- 
cripción del RNA, la síntesis proteica y la regulación 
génica para entender el fundamento de estos métodos. 
Al mismo tiempo, sin embargo, la bioquímica moderna 
se basa en tan gran medida en estos métodos que el 
tratamiento de cualquier aspecto de esta disciplina 
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resulta muy difícil sin su adecuada descrip- 
ción. La presentación de estos métodos al 
principio del libro equivale a reconocer que 
éstos se hallan íntimamente entrelazados 
tanto con los progresos que los originaron 
como con los nuevos descubrimientos que 
están propiciando. El contexto que nos 
vemos obligados a desarrollar no representa 
solamente una introducción a la tecnología, 
sino también un avance de los muchos aspec- 
tos fundamentales de la bioquímica del DNA 
y el RNA que se tratarán en capítulos poste- 
riores. 

Comenzamos este capítulo con la des- 
cripción de los principios de la clonación de 
DNA. A continuación ilustraremos el abanico de aplica- 
ciones y las potencialidades de muchas de las nuevas 
tecnologías que sostienen y aceleran el avance de la 
bioquímica. 


Paul Berg 
(Fuente; NIH National 
Library of Medicine, ] 


9.1 Estudio de los genes y sus productos 


Un investigador ha aislado un nuevo enzima que sabe 
que es la clave de una enfermedad humana. Confía en 
aislar una gran cantidad de proteína para estudiarla y 
cristalizarla para estudios estructurales. Pretende alte- 
rar los aminoácidos del sitio activo para entender la 
reacción por ella catalizada. Planea un programa de 
investigación para determinar cómo este enzima inte- 
racciona y es regulado por otras proteínas en la célula. 
Todo ello y mucho más es posible si logra obtener el gen 
que codifica el enzima. Desgraciadamente, ese gen con- 
siste en unos pocos miles de pares de bases de un cro- 
mnosoma humano cuyo tamaño se mide en centenares 
de millones de pares de bases. ¿Cómo puede aislar el 
pequeño fragmento que necesita y después estudiarlo? 
La respuesta hay que buscarla en la clonación de DNA 
y en los métodos desarrollados para manipular los 
genes clonados. 


Los genes pueden aislarse por clonación de DNA 


Un cion es una copia idéntica. Este término original- 
mente se aplicó al aislamiento y reproducción de una 
célula para crear una población de células idénticas. 
Aplicado al DNA, un clon consiste en muchas copias 
idénticas de un determinado segmento gémico. En resu- 
men, nuestro investigador debe cortar el gen, extraerlo 
del cromosoma mucho mayor, unirlo a un fragmento 
mucho menor de DNA transportador y hacer que un 
microorganismo fabrique muchas copias. En esto con- 
siste la clonación del DNA. El resultado es la amplifi- 
cación selectiva de un gen o de un segmento de DNA en 
particular, que facilita su aislamiento y estudio. Gene- 
ralmente, la clonación de DNA perteneciente a cual- 
quier organismo consta de cinco etapas principales: 


1. Obtención del segmento de DNA para la clo- 
nación. Las endonucleasas específicas de 
secuencia (endonucleasas de restricción) 
hacen las veces de tijeras moleculares, que 
reconocen secuencias específicas del DNA y lo 
cortan en fragmentos menores adecuados para 
el cionaje. Alternativamente, el DNA puede ser 
fragmentado al azar hasta obtener el tamaño 


i A 
Stanley N. Cohen 
Fuente: NIH National 
Library of Medicine. ] 


Herbert Boyer 
[Fuente: Cortesía de 
Dr. Jane Gitschier.] 


deseado. Puesto que la secuencia de las zonas 
interesantes a menudo es conocida (disponible 
en los bancos de datos), algunos fragmentos de 
DNA que hay que clonar se amplifican con la 
reacción en cadena de la polimerasa o simple- 
mente se sintetizan (ambos métodos se descri- 
ben en el Capítulo 8). 


2. Selección de una pequeña molécula de DNA 
capaz de replicación autónoma. Estos peque- 
ños DNA se denominan vectores de clona- 
ción (un vector es un agente de entrega). 
Normalmente se trata de plásmidos o de DNA 
víricos. 


3. Unión covalente de dos fragmentos de DNA. 
El enzima DNA ligasa une el vector de clona- 
ción y el DNA que se desea clonar. Las molé- 
culas de DNA compuestas de segmentos uni- 
dos covalentemente, procedentes de dos o 
más fuentes se denominan DNA recombi- 
nantes. 


4. Traslado del DNA del tubo de ensayo a una 
célula huésped, que proporcionará la maqui- 
naria enzimática necesaria para la replicación 
del DNA. 


5. Selección o identificación de las células 
huésped que contienen DNA recombinante. 
El vector de clonación normalmente posee 
características que permiten que la célula hués- 
ped sobreviva en un medio donde las células 
carentes del vector morirían. Las células que 
contienen el vector son, pues, “seleccionables” 
en este medio. 


Los métodos utilizados para llevar a cabo estas tareas, y 
otras relacionadas, se denominan colectivamente tec- 
nología del DNA recombinante o, de manera más 
informal, ingeniería genética. 

En esta discusión inicial, nos centraremos en la 
clonación de DNA en la bacteria Escherichia coli, que 
fue el primer organismo utilizado en el trabajo con DNA 
recombinante, y que todavía es la célula huésped más 
común. E. coli tiene muchas ventajas: se conoce bas- 
tante bien el metabolismo de su DNA (y muchos otros 
de sus procesos bioquímicos); muchos vectores de clo- 
nación que se encuentran asociados de manera natural 
con E. coli, tales como plásmidos y bacteriófagos (virus 
bacterianos, también denominados fagos), están bien 
caracterizados, y se dispone de técnicas efectivas para 
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TABLA 9-1 Algunos enzimas utilizados en la tecnología del DNA recombinante 
- Enzima(s) Función 
| Endonucleasas de restricción de tipo II Corta el DNA en secuencias específicas de base. 
| DNA ligasa Une dos moléculas o fragmentos de DNA 
| DNA polimerasa I (E. coli) Rellena los huecos en el DNA dúplex por adición secuencial 
| de nucleótidos en los extremos 3' 
Transcriptasa inversa Hace una copia de DNA a partir de una molécula de RNA | 
Polinuelcótido quinasa Añade un grupo fosfato al grupo OH del extremo 5' de un polinucleótido | 
para marcarlo o para permitir su ligación 
Transferasa terminal Añade colas homopoliméricas al grupo -OH del extremo 3' de un dúplex 
lineal 
| Exonucleasa lll Elimina nucleótidos de los extremos 3' de una hebra de DNA 
| Exonucleasa del bacteriófago A Elimina nucleótidos de los extremos 5' de un dúplex para exponer los 


extremos 3' monohebra 


Fosfatasa alcalina Elimina fosfatos terminales tanto del extremo 5' como del 3' (o de ambos) 


la transferencia de DNA de una bacteria a otra. Los 
principios aquí discutidos son básicamente aplicables a 
la clonación en otros organismos, tema que trataremos 
con mayor profundidad más adelante. 


El DNA recombinante se obtiene mediante endonucleasas 


de restricción y DNA ligasa 
Un conjunto de enzimas, disponibles gracias a décadas Eres O Gr 
de investigación del metabolismo de los ácidos nuclei- (plásmido) 
cos, es de particular importancia para la tecnología del 
DNA recombinante (Tabla 9-1). En la hase de la meto- "7D ¡APS al ka reo hai 
dología general para producir y propagar una molécula corta con una corte del cromosoma con 
de DNA recombinante se encuentran dos tipos de enzi- ir una endonucieasa de 

a restricción. restricción. 
mas (Fig. 9-1). Primero, las endonucleasas de res- pan 
tricción (también denominadas enzimas de restric- Ç À P » O Los fragmentos se 
ción) reconocen y cortan el DNA en secuencias especí- ) ligan con el vector de 
ficas (secuencias de reconocimiento o sitios de restric- PACIO dianas 
ción), con lo que generan una serie de fragmentos más | DNA ligasa 
pequeños. Segundo, el fragmento de DNA que hay que 
clonar puede unirse a un vector de clonación adecuado TPN 
mediante DNA ligasas, que ermpalman las moléculas O cndln aia 


de DNA. El vector recombinante se introduce entonces 


en una célula huésped, que amplifica el fragmento a lo O ElDNAes 
largo de muchas divisiones celulares. introducido en la 
célula huésped. 


Las endonucleasas de restricción se encuentran en 
muchas especies bacterianas. Werner Arber descubrió, 
a principios de la década de 1960, que su función bioló- DNA huésped= O 
gica consiste en reconocer y cortar DNA foráneo (p.ej., Hizo, 
el DNA de un virus infeccioso); se dice que este 


DNA está restringido. En el DNA de la célula huésped, 


la secuencia reconocida por su endonucleasa de restric- O Lapropagación (clonación) 
produce muchas copias del 


DNA recombinante. 


FIGURA 9-1 Representación esquemática de la clonación de DNA. 

Un vector de clonación y los cromosomas eucarióticos se cortan por O 

separado con la misma endonucleasa de restricción (por simplicidad se pa a 

muestra un solo cromosoma). Los fragmentos que se han de clonar se 7 O 
ligan a continuación con el vector de clonación. El DNA recombinante O p 
resultante {se muestra un solo vector recombinante) se introduce en PAN 


una célula huésped para ser propagado (clonado). Observe que esta 
ilustración no es a escala: el tamaño del cromosoma de E. coli en rela- 
ción al de un vector de clonación típico (tal como un plásmido) es 
mucho mayor que el aquí mostrado. 
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ción está protegida de la digestión por metilación del 
DNA, catalizada por una DNA metilasa específica. La 
endonucleasa de restricción y la metilasa correspon- 
diente constituyen un sistema de modificación-res- 
tricción. 

Hay tres tipos de endonucleasas de restricción, 
designados como I, II, y IM. Los tipos I y HI son grandes 
complejos formados por múltiples subunidades que 
contienen, simultáneamente, las actividades endonu- 
cleasa y metilasa. Las endonucleasas de restricción de 
tipo 1 cortan el DNA al azar, en lugares que pueden 
encontrarse a 1.000 pares de bases o más de la secuen- 
cia de reconocimiento. Las endonucleasas de restric- 
ción de tipo HI cortan el DNA a unos 25 pares de bases 
de la secuencia de reconocimiento. Ambos tipos de 
enzimas se mueven a lo largo del DNA mediante un 
mecanismo que necesita la energía del ATP. Las endo- 
nucleasas de restricción de tipo II, aisladas por 
primera vez por Hamilton Smith en 1970, son más sen- 
cillas, no necesitan ATP y catalizan la rotura hidrolítica 
de enlaces fosofidéster concretos en el DNA dentro de 
la misma secuencia de reconocimiento. La extraordina- 
ria utilidad de este grupo de endonucleasas de restric- 
ción fue puesta de manifiesto por Daniel Nathans, que 
los usó por primera vez para desarrollar nuevos méto- 
dos para cartografiar y analizar genes y genomas. 

Se han descubierto millares de endonucleasas de 
restricción de tipo II en diferentes especies bacterianas 
y más de 100 secuencias de DNA diferentes son recono- 
cidas por uno o más de estos enzimas. Las secuencias 
reconocidas tienen normalmente de 4 a 6 pares de 
bases (pb) y son palindrómieas (véase la Fig. 8-18). En 


TABLA 9-2 


Secuencias de reconocimiento para alg 


la Tabla 9-2 se muestran unas pocas secuencias recono- 
cidas por algunas endonucleasas de restricción de 
tipo Il. 

Algunas endonucleasas de restricción realizan cor- 
tes indentados en las dos hebras del DNA, que dejan de 
dos a cuatro nucleótidos desapareados en cada extremo 
resultante. Se los conoce como extremos cohesivos 
(Fig. 9-2a), debido a que pueden aparearse entre sí o 
con extremos cohesivos complementarios de otros frag- 
mentos de DNA. Otras endonucleasas de restricción 
cortan amhas cadenas del DNA en los enlaces fosfodiés- 
ter opuestos, de modo que no dejan bases desapareadas 
en los extremos; comúnmente se denominan extremos 
romos (Fig. 9-2b). 

El tamaño medio de los fragmentos producidos al 
cortar DNA genómico con una endonucleasa de restrie- 
ción depende de la frecuencia con que se encuentre un 
sitio de restricción específico en la molécula de DNA, 
que, a su vez, depende en buena medida del tamaño de 
la secuencia de reconocimiento. 

En una molécula de DNA de secuencia al azar, en la 
que los cuatro nucleótidos fuesen igualmente abundan- 
tes, una secuencia de 6 pares de bases reconocida por 
una endonucleasa de restricción tal como BamHI se 
encontraría como promedio una vez cada 4* (4,096) pb. 
Los enzimas que reconocen una secuencia de 4 pb pro- 
ducirían fragmentos de DNA más pequeños en una 
molécula de DNA de secuencia al azar; una secuencia 
de reconocimiento de este tamaño debería encontrarse, 
como promedio, una vez cada 4* (256) pb. En las molé- 
culas naturales de DNA, las secuencias de reconoci- 
miento suelen ocurrir con menor frecuencia de lo espe- 
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metiladas por la correspondiente metilasa (si se conoce). N representa cualquier base. El nombre de los enzimas consiste en una abreviatura de tres 
letras (en cursiva) del nombre de la especie bacteriana de la cual procede, seguida a veces por una indicación de la cepa y números romanos para 
endonucleasas 


distinguir diferentes 
procedente de Bacillus amyloliquefaciens, cepa H. 


aisladas de la misma especie bacteriana. Así, BamHI es la primera (1) endonucleasa de restricción 
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rado según estos cálculos, porque las secuencias de 
nucleótidos en el DNA no son al azar y los cuatro 
nucleótidos no son igualmente abundantes. En los 
experimentos de laboratorio, el tamaño medio de los 
fragmentos producidos por rotura de grandes moléculas 
de DNA por endonucleasas de restricción puede aumen- 
tarse, simplemente terminando la reacción antes de que 
se haya completado. El resultado es un digerido parcial. 
El tamaño promedio de los fragmentos también puede 
aumentarse usando una clase especial de endonuclea- 
sas, denominadas endonucleasas mensajeras (véase la 
Fig. 26-37), que reconocen y cortan secuencias de DNA 
mucho más largas (14-20 pb). 

Una vez que una molécula de DNA se ha cortado 
en fragmentos, un determinado fragmento de tamaño 
conocido se puede purificar parcialmente por electro- 
foresis de agarosa o acrilamida o por HPLC. Sin 
embargo, la digestión de un genoma típico de mamífe- 
ro con una endonucleasa de restricción produce 
demasiados fragmentos de DNA diferentes para que 
sea posible el aislamiento de un fragmento en particu- 
lar. Una etapa intermedia común en la clonación de un 
gen o de un fragmento de DNA es la construcción de 
una librería de DNA, o genoteca (descrita en la Sec- 
ción 9.2). 

Un vez aislado el fragmento de DNA deseado, la 
DNA ligasa permite unirlo a un vector de clonación 
digerido de forma similar, es decir, un vector digerido 
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FIGURA 9-2 Corte de moléculas de DNA mediante endonucieasas de 
restricción. Las endonucieasas de restricción reconocen y cortan exclu- 
sivamente secuencias especificas, generando (a) extremos cohesiyos 
(con cadenas sencillas protuberantes) o (b) extremos romos, Los frag- 
mentos pueden ligarse a otros DNA, tal como el vector de clonación 
cortado (un plásmido) aquí mostrado, Esta reacción está favorecida por 
el apareamiento de extremos cohesivos complementarios. Los fragmen- ` 
tos de DNA con extremos romos se ligan con menor eficiencia que 
aquellos que poseen extremos cohesivos complementarios, y los frag- 
mentos de DNA con extremos cohesivos diferentes (no complementa- 
rios) no suelen ligarse, (c) Un fragmento sintético de DNA que con- 
tenga las secuencias de reconocimiento para varias endonucleasas de 
restricción se puede insertar en un plásmido tratado previamente con 
una endonucleasa de restricción. El inserto se denomina conector; un 
inserto con múltiples sitios de restricción se denomina policonector 


con la misma endonucleasa de restricción; por ejemplo, 
un fragmento generado por EcoRI generalmente no se 
unirá a un fragmento generado por BamHI. Como se 
describe con más detalle en el Capítulo 25, (véase la 
Fig. 25-16), la DNA ligasa cataliza la formación de nue- 
vos enlaces fosfodiéster, en una reacción que utiliza 
ATP u otro cofactor similar, El apareamiento de extre- 
mos cohesivos complementarios facilita mucho la reac- 
ción de ligación (Fig. 9-2a). Los extremos romos tam- 
bién se pueden ligar, aunque con menor eficiencia, Se 
pueden crear nuevas secuencias de DNA insertando 
fragmentos de DNA sintéticos (denominados conecto- 
res) entre los extremos que tienen que ligarse. Los 
fragmentos de DNA insertados que contienen secuen- 
cias de reconocimiento múltiples para endonucleasas 
de restricción (a menudo útiles como puntos de inser- 
ción de otros DNA por corte y ligación) se denominan 
policonectores (Fig. 9-2c). 

La eficacia de los extremos cohesivos para la unión 
selectiva de dos fragmentos de DNA se puso de mani- 
fiesto en los primeros experimentos con DNA recombi- 
nante. Antes de que las endonucieasas de restricción 
fuesen ampliamente asequibles, algunos investigadores 
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encontraron que era posible generar extremos cohesi- 
vos por la acción combinada de la exonucleasa del bac- 
teriófago A y la transferasa terminal (Tabla 9-1). Median- 
te este procedimiento, los fragmentos de DNA que 
debían unirse adquirían colas homopoliméricas comple- 
mentarias. Este método fue utilizado por Peter Lobban 
y Dale Kaiser en 1971 en los primeros experimentos de 
unión de fragmentos de DNA naturales. Poco después, 
en el laboratorio de Paul Berg se utilizaron métodos 
similares para unir segmentos de DNA del virus 40 de 
simio (SV40) con DNA procedente del bacteriófago A, 
generándose así la primera molécula de DNA recombi- 
nante que contenía fragmentos de DNA de especies 
diferentes. 


Los vectores de clonación permiten la amplificación 
de fragmentos de DNA insertados 
Los principios que gobiernan las formas de presentación 


del DNA recombinante a las células huésped para su 


clonación y amplificación pueden ilustrarse convenien- 
temente considerando los tres vectores de clonación 
más comúnmente usados en los experimentos con £. 
coli —plásmidos, bacteriófagos y cromosomas bacteria- 
nos artificiales- y un vector usado para clonar grandes 
fragmentos de DNA en levadura. 


Plásmidos Los plásmidos son moléculas de DNA circular 
que se replican con independencia del cromosoma del 
huésped. La gran variedad de plásmidos bacterianos 
naturales tienen tamaños entre 5.000 y 400.000 pb. 
Muchos de los plásmidos encontrados en las poblacio- 
nes bacterianas son poco más que parásitos molecula- 
res, similares a los virus, pero con menor capacidad 
para transferirse de una célula a otra. Para sobrevivir en 
la célula huésped, los plásmidos incorporan varias 
secuencias especializadas que les permiten aprovechar 
los recursos celulares para su propia replicación y 
expresión génica. 

Los plásmidos naturales poseen un papel simbiótico 
en la célula. Pueden aportar genes que confieren resis- 
tencia a los antibióticos o que realizan nuevas funciones 
en la célula. Por ejemplo, el plásmido Ti de Agrobacte- 
rium tumefaciens permite que la bacteria huésped 
colonice las células de las plantas y aproveche sus 
recursos. Las mismas propiedades que permiten que los 
plásmidos sobrevivan y se reproduzcan en los huéspe- 
des bacterianos o eucarióticos, resultan útiles para los 
biólogos moleculares que pretenden construir un vector 
para clonar un segmento específico de DNA. El clásico 
plásmido de E. coli pBR322, construido en 1977, es un 
buen ejemplo de plásmido con características útiles en 
la mayoría de los vectores de clonación (Fig. 9-3). 

El plásmido pBR322 posee un origen de replica- 
ción, ori, en el cual los enzimas celulares inician la 
replicación (véase el Capítulo 25). Esta secuencia es 
necesaria para propagar el plásmido. Un sistema de 
regulación asociado mantiene un nivel de 10 a 20 copias 
de pBR322 por célula. 

El plásmido contiene genes que confieren resisten- 
cia a los antibióticos tetraciclina (Tet*) y ampicilina 
(Amp*), que permiten la selección de las células que 
contienen el plásmido intacto o una versión recombi- 
nante del mismo (discutido más adelante). 
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FIGURA 9-3 Diseño del plásmido pBR322. Observe la localización de 
algunos sitios de restricción importantes para Psr, EcoR!, BamHil, Sah y 
Pvull; de los genes de resistencia a ampicilina y a tetraciclina y del origen 
de replicación (ori). Construido en 1977, fue uno de los primeros plásmi- 
das diseñados especificamente para la clonación en E. coli. 


Varias secuencia únicas en pBR322 son dianas reco- 
nocidas por diferentes endonucleasas de restricción (Psti, 
EcoRI, BamHI, Sall, PvulD), que suministran los sitios 
dónde cortar el plásmido para insertar el DNA foráneo. 

El pequeño tamaño del plásmido (4361 pb) facilita 
su entrada en las células y la manipulación bioquímica 
del DNA. El pequeño tamaño se obtuvo eliminando 
muchas secuencias de DNA, innecesarias para el biólo- 
go molecular, de un plásmido parental mayor. 

Los orígenes de replicación insertados en los vecto- 
res plasmídicos más comunes proceden de plásmidos 
naturales. Como en el caso del pBR322, cada uno de 
estos orígenes de replicación es regulado para mantener 
un determinado número de copias del plásmido. Según 
el origen usado, el número de copias del plásmido 
puede variar entre uno y centenares o millares por célu- 
la, lo cual ofrece muchas posibilidades experimentales. 
Dos plásmidos diferentes no pueden coexistir en la 
misma célula si usan el mismo origen de replicación, 
porque la replicación de uno interferiría con la replica- 
ción del otro. Estos plásmidos se denominan incompati- 
biles. Cuando interesa introducir dos o más plásmidos 
diferentes en una célula bacteriana, cada plásmido debe 
tener un origen de replicación diferente. 

En el laboratorio, los plásmidos pequeños pueden 
introducirse en las células bacterianas mediante un pro- 
cedimiento denominado transformación. Las células (a 
menudo Æ. coli, aunque también se usan otras especies 
bacterianas) y el DNA plasmídico se incuban juntos a 0°C 
en una disolución de cloruro cálcico y a continuación se 
someten a un choque térmico consistente en aumentar 
rápidamente la temperatura hasta entre 37°C y 43°C. 
Por motivos mal conocidos, algunas de las células trata- 
das de este modo incorporan el DNA plasmídico. Algunas 
especies bacterianas, como Acinetobacter bayiyi, son 
naturalmente competentes para la incorporación del 
DNA y no requieren el tratamiento con cloruro cálcico y 
el choque térmico. En un método alternativo, las células 


incubadas con el DNA plasmídico son sometidas a un 
pulso de alto voltaje. Este procedimiento, denominado 
electroporación, permeabiliza transitoriamente la 
membrana bacteriana para las moléculas grandes. 

Con independencia del procedimiento, relativa- 
mente pocas células incorporan el DNA plasmídico, por 
lo tanto se necesita un método para identificarlas. La 
estrategia usual consiste en utilizar uno o dos tipos de 
genes del plásmido, denominados marcadores seleccio- 
nables o detectables. Los marcadores seleccionables 
tanto pueden permitir el crecimiento de una célula 
(selección positiva) como matarla (selección negativa) 
en unas determinadas condiciones. El plásmido pBR322 
suministra ejemplos tanto de selección positiva como 
negativa (Fig. 9-4). Un marcador detectable es un 
gen que codifica una proteína que hace que la célula 
produzca una molécula coloreada o fluorescente. Las 
células no resultan dañadas cuando el gen está presen- 
te, y las células que contienen el plásmido son fácilmen- 
te identificadas por el color o la fluorescencia de las 
colonias que producen. 

La transformación de células bacterianas típicas 
con DNA purificado (proceso nunca muy eficiente) se 
vuelve menos eficaz a medida que el tamaño del plásmi- 
do aumenta, y es difícil clonar segmentos de DNA más 
largos de alrededor de 15.000 pb cuando se usa un plás- 
mido como vector. 

Para ilustrar el uso de un plásmido como vector de 
clonación, considere un gen bacteriano típico como el 
que codifica la recombinasa denominada proteína RecA 
(véase el Capítulo 25). En la mayoría de bacterias, el 
gen que codifica RecA es uno entre millares de otros 
genes en un cromosoma con millones de pares de bases. 
El gen RecA tiene poco más de 1000 pb de longitud. Un 
plásmido sería una buena opción para clonar un gen de 
este tamaño. Como se describe más adelante, el gen 
clonado puede alterarse de diversas maneras y las 
variantes del gen pueden expresarse a elevadas concen- 
traciones que permitan la purificación de la proteína 
codificada. 


Cromosomas bacterianos artificiales Los proyectos de 
secuenciación de genomas de gran tamaño a menudo 
requieren el clonaje de segmentos de DNA mucho más 
largos que los que pueden incorporarse en vectores plas- 
mídicos estándar, tales como pBR322. Para responder a 
esta exigencia se han desarrollado vectores plasmídicos 
con características especiales que permiten la clonación 
de segmentos de DNA muy largos (habitualmente entre 
100.000 y 300.000 pb). Una vez se han incorporado los 
grandes segmentos de DNA clonado, estos vectores son 
suficientemente grandes para ser considerados como 
cromosomas, y se conocen como cromosomas bacte- 
rianos artificiales, o BAC (Fig. 9-5). 

Un vector BAC (sin DNA clonado insertado) es un 
plásmido relativamente simple, generalmente no mucho 
más grande que otros vectores plasmídicos. Para aco- 
modar grandes segmentos de DNA clonado, los vectores 
BAC tienen orígenes de replicación estables que man- 
tienen una o dos copias del plásmido por célula. Un bajo 
número de copias es útil en el clonaje de largos segmen- 
tos de DNA porque limita las posibilidades de que suce- 
dan reacciones de recombinación no deseadas, que 
pueden alterar los grandes fragmentos de DNA clona- 
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(5) Las células que crecen con tetraciclina, pero que no lo hacen con 
tetraciclina + ampicilina, contienen el plásmido recombinante 
carente de resistencia a ampicilina y, por tanto, el DNA foráneo. 
Las células con pBR322 sin DNA foráneo conservan la resistencia 
a ampicilina y crecen en ambas placas. 


FIGURA 9-4 Clonación e identificación de DNA foráneo en £. coli con 
pBR322. Clonación con plásmidos. [Fuente: Elizabeth A. Wood. Univer- 
sidad de Wisconsin-Madison. Departamento de Bioquímica. ] 
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dos de manera impredecible. Los BAC también contie- 
nen genes par, que codifican proteínas que controlan la 
correcta distribución de los cromosomas recombinantes 
entre las células hijas en la división celular, de esta 
forma aumenta la probabilidad de que cada célula hija 
contenga una copia, incluso cuando haya pocas copias. 
El vector BAC contiene a la vez marcadores selecciona- 
bles y detectables. El vector BAC mostrado en la Figura 
9-5 contiene un gen que confiere resistencia al antibió- 
tico cloranfenicol (Cm), La selección positiva de las 
células que contienen el vector se realiza en placas de 
agar que contienen este antibiótico. Un gen lacZ, nece- 
sario para la producción del enzima ¿galactosidasa, es 
un marcador detectable que puede revelar qué células 
contienen plásmidos, ahora cromosomas, que incorpo- 
ran los segmentos de DNA clonados. La 8-galactosidasa 
cataliza la conversión de la molécula incolora 5-bro- 
mo-4-cloro-3-indolil-6-D-galactopiranósido (más senci- 
llamiente, X-gal) en un producto azul. Si el gen está 
intacto y se expresa, la colonia que lo contenga será 
azul. Si la expresión génica está interrumpida por la 


FIGURA 9-5 Cromosomas bacterianos artificiales (BAC) como vecto- 
res de clonación. El vector es un plásmido relativamente simple, con un 
origen de replicación (ori) que dirige la replicación. Los genes par, proce- 
dentes de un tipo de plásmido, denominado plásmido F, facilitan la dis- 
tribución uniforme de los plásmidos entre las células hijas en la división 
celular, Ello favorece que cada célula hija contenga una copia del plás- 
mido, incluso cuando hay pocas copias. Conviene que el número de 
copias sea bajo al clonar fragmentos de gran tamaño de DNA porque así 
disminuyen las posibilidades de que se produzcan reacciones de recom- 
binación no deseadas que pueden alterar con el tiempo los DNA gran- 
des clonados. En los BAC se incluyen marcadores seleccionables. Un gen 
lacZ (necesario para la producción del enzima ¿-galactosidasa) está 
situado en la región de clonación de manera que sea inactivado por los 
insertos de DNA clonados. La introducción de BAC recombinantes en 
las células mediante electroporación es más fácil con células con la 
pared celular alterada (más porosa). El escrutinio de los DNA recombi- 
nantes se efectúa por resistencia al antibiótico clorantenico! (CmP). Las 
placas también contienen X-gal, un sustrato artificial, de la 4 -galactosi- 
dasa que da un producto de color azul. Las colonias con 8 -galactosidasa 
activa y, por lo tanto, sin inserto en el vector BAC, se vuelven azules, las 
colonias sin actividad P-galactosidasa y, por tanto, con los insertos de 
DNA deseados, son blancas. 


introducción de un segmento de DNA clonado, la colo- 
nia será blanca. 


Cromosomas artificiales de levadura Como en Æ. coli, la 
genética de las levaduras es bien conocida. El genoma de 
Saccharomyces cerevisiae, contiene sólo 14 x 10° pb 
(menos de cuatro veces el tamaño del cromosoma de Æ. 
coli), y su secuencia se conoce en su totalidad. Las leva- 
duras son también muy fáciles de mantener y de cultivar 
a gran escala en el laboratorio. Se han construido vecto- 
res plasmídicos para levadura, usando los mismos prin- 
cipios que se aplican a los vectores de E. coli. Se dispone 
de métodos eficaces para introducir y extraer DNA de 
células de levadura, que facilitan el estudio de muchos 
aspectos de la bioquímica de las células eucarióticas. 
Algunos plásmidos recombinantes contienen múltiples 
orígenes de replicación y otros elementos que hacen 
posible su uso en más de una especie (por ejemplo, en 
levadura y en E. coli). Los plásmidos que pueden propa- 
garse en células de dos o más especies diferentes se 
denominan vectores lanzadera. 

El trabajo con grandes genomas que exigen vecto- 
res de clonación de gran capacidad llevó al desarrollo de 
los cromosomas artificiales de levadura o YAC 
(Fig. 9-6). Los vectores YAC contienen todos los ele- 
mentos necesarios para mantener un cromosoma euca- 
riótico en el núcleo de la levadura: un origen de replica- 
ción de levadura, dos marcadores seleccionables y 
secuencias especializadas (derivadas de los telómeros y 
el centrómero), necesarias para la estabilidad y la segre- 
gación correcta de los cromosomas en la división celular 
(véase el Capítulo 24). Antes de usarse en la clonación, 
el vector se propaga en forma de plásmido bacteriano 
circular y, a continuación, se aísla y purifica. El corte 
con una endonucleasa de restricción (BamH1 en la Fig. 
9-6) elimina un trozo de DNA entre dos secuencias telo- 
méricas (TEL), dejando los telómeros en los extremos 
del DNA linealizado. El corte en otro sitio interno (por 
EcoRI en la Fig. 9-6) divide el vector en dos segmentos 
de DNA, denominados brazos del vector, cada uno con 
un marcador seleccionable distinto. 


El DNA genómico se prepara por digestión parcial 
con endonucleasas de restricción para obtener un frag- 
mento del tamaño adecuado. Los fragmentos genómicos 
se separan por electroforesis en gel de campo pul- 
sante, una variante de la eleclroforesis en gel (véase la 
Fig. 3-18) que permite la separación de trozos de DNA 
muy grandes. Los fragmentos de DNA de tamaño apro- 
piado (hasta unos 2 x 10° pb) se mezclan y se ligan con 
los brazos del vector. La mezcla de ligación se usa a 
continuación para transformar células de levadura (pre- 
viamente tratadas para degradar parcialmente sus pare- 
des celulares) con esta moléculas de DNA muy grandes 
y que ahora tienen la estructura y el tamaño adecuados 
para ser considerados cromosomas de levadura. El cul- 
tivo en un medio que requiera la presencia de los dos 
marcadores genéticos seleccionables asegura que sólo 
crezcan las células de levadura que contengan un cro- 
mosoma artificial con un gran inserto entre los dos 
brazos del vector (Fig. 9-6). La estabilidad de los clones 
YAC aumenta con el tamaño del segmento de DNA clo- 
nado hasta un límite determinado. Los que poseen 
insertos de más de 150.000 pb son casi tan estables 
como los cromosomas celulares normales, mientras que 
con insertos de menos de 100.000 pb van perdiéndose 
paulatinamente durante la mitosis (por ello general- 
mente no se encuentran clones de levadura con sólo los 
extremos del vector ligados o con insertos cortos). Los 
YAC que carecen de un telómero en cualquiera de los 
extremos son rápidamente degradados. 

Como en el caso de los BAC, los vectores YAC sir- 
ven para clonar grandes segmentos de DNA. Además, el 
DNA clonado en un YAC puede modificarse para estu- 
diar la función de secuencias especializadas en el meta- 
bolismo de los cromosomas, los mecanismos de regula- 
ción y expresión génica y mucbos otros problemas de la 
biología molecular eucariótica. 


La expresión de genes clonados puede producir grandes 
cantidades de proteína 


Frecuentemente, más que en el gen en sí mismo, el 
interés principal reside en su producto, sobre todo si la 
proteína tiene valor comercial, terapéutico o para la 
investigación. Las proteínas purificadas se usan con 
variados propósitos, entre los que se cuentan el estudio 
de la función proteica, el estudio de los mecanismos de 
reacción, la obtención de anticuerpos contra las proteí- 
nas, la reconstitución de actividades celulares comple- 
jas en el tubo de ensayo a partir de componentes purifi- 
cados y el examen de las propiedades de unión de las 
proteínas. Los avances del conocimiento del metabolis- 
mo del DNA, el RNA y las proteínas y su regulación en 
un organismo huésped como E. coli o levadura han 
permitido manipular las células para que expresen 
genes clonados a fin de estudiar sus productos protei- 
cos. El objetivo general consiste en alterar las secuen- 
cias alrededor de un gen clonado para inducir en el 
organismo huésped la síntesis de grandes cantidades 
del producto proteico de un gen. La sobreexpresión de 
una proteína puede hacer que su purificación sea 
mucho más fácil. 

A modo de ejemplo, examinaremos la expresión de 
una proteína eucariótica en una bacteria. Los genes 
eucarióticos poseen secuencias en su entorno que son 
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FIGURA 9-6 Construcción de un cromosoma artificial (YAC) de leva- 
dura. Un vector YAC contiene un origen de replicación (ori), un centró- 
mero (CEN), dos telómeros (TEL) y marcadores seleccionables (X e Y}. 
La digestión con BamH1 y EcoR! genera dos brazos de DNA separados, 
cada uno con un extremo telomérico y un marcador seleccionable. Es 
posible ligar un gran segmento de DNA (por ejemplo, de hasta 2x10* pb 
de un cromosoma humano) con los dos brazos para crear un cromo- 
soma artificial de levadura, El YAC transforma células de levadura (pre- 
paradas mediante eliminación de la pared celular paras formar esfero- 
plastos) que serán seleccionadas con respecto a X e Y; las células de 
levadura supervivientes propagarán el inserto de DNA 


necesarias para su transcripción y regulación en las célu- 
las de las que proceden, pero estas secuencias no son 
funcionales en las bacterias. Por tanto, los genes euca- 
rióticos carecen de las secuencias de DNA requeridas 
para su expresión controlada en las células bacterianas: 
promotores (secuencias que indican a la RNA polimera- 
sa dónde debe unirse para iniciar la síntesis de mRNA), 
sitios de unión a ribosomas (secuencias que permiten la 
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traducción del mRNA a proteína) y otras secuencias 
reguladoras adicionales. Por lo tanto, es necesario inser- 
tar las secuencias reguladoras bacterianas apropiadas 
para la transcripción y la traducción en las posiciones 
correctas del DNA vector en relación con el gen eucarió- 
tico. En ciertos casos, los genes clonados se expresan 
tan eficientemente que su producto proteico representa 
el 10% o más de la proteína celular. A estas concentra- 
ciones, algunas proteínas foráneas pueden matar a la 
célula huésped (generalmente E. coli), por lo que la 
expresión del gen clonado debe limitarse a unas pocas 
horas antes de la recuperación de las células. 

Los vectores de clonación que contienen las seña- 
les de transcripción y traducción necesarias para regu- 
lar la expresión de un gen clonado se denominan fre- 
cuentemente vectores de expresión. La velocidad de 
expresión del gen clonado se controla reemplazando 
las secuencias reguladoras del propio promotor del gen 


por versiones más eficientes y convenientes suminis- 


tradas por el vector. En general, para la clonación se 
coloca un promotor bien caracterizado con sus elemen- 
tos reguladores cerca de varios sitios de restricción 
únicos, de manera que los genes insertados en los sitios 
de restricción se expresen bajo el control del promotor 
(Fig. 9-7). Algunos de estos vectores incorporan otras 
características, como lugares de unión al ribosoma bac- 
teriano para mejorar la traducción del mRNA derivado 
del gen (Capítulo 27) o una secuencia de terminación 
de la transcripción (Capítulo 26). 


Para expresar proteínas recombinantes se usan muchos 
sistemas diferentes 


Todos los organismos vivos tienen capacidad para 
expresar los genes de su DNA genómico; por tanto, en 
principio, cualquier organismo puede servir de huésped 
para expresar proteínas de una especie diferente (hete- 
rólogas). De hecho, se han usado todo tipo de organis- 
mos con este propósito, y cada tipo tiene su particular 
serie de ventajas y desventajas. 


Bacterias Las bacterias, especialmente E. coli, siguen 
siendo los huéspedes más comunes para la expresión de 
proteínas. Las secuencias reguladoras que gobiernan la 
expresión génica en E.coli y en muchas otras bacterias 
son bien conocidas, y pueden aprovecharse para expre- 
sar proteínas clonadas a un nivel elevado. Las bacterias 
son fáciles de almacenar y de cultivar en el laboratorio 
en medios de bajo costo. También se dispone de méto- 
dos eficientes para introducir DNA en las bacterias y 
para extraerlo. Las bacterias pueden cultivarse en gran- 
des cantidades en fermentadores comerciales que garan- 
ticen el suministro de proteína clonada. Sin embargo, 
pueden presentarse dificultades. Cuando se expresan en 
bacterias, algunas proteínas heterólogas no se pliegan 
correctamente, y muchas no sufren las modificaciones 
covalentes o los cortes proteolíticos que pueden ser 
necesarios para su actividad. Ciertas características de 
una secuencia génica pueden dificultar la expresión de 
un gen particular en las bacterias. Por ejemplo, las regio- 
nes intrínsecamente desordenadas son más comunes en 
las proteínas eucarióticas. Cuando se expresan en bacte- 
rias, muchas proteínas eucarióticas se agregan y forman 
precipitados insolubles, denominados cuerpos de inclu- 
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FIGURA 9-7 Secuencias de DNA en un vector de expresión típico de 
E. coli. Se inserta el gen que se desea expresar en uno de los sitios de 
restricción del policonector, cerca del promotor (P), con el extremo del 
gen que codifica el amino termina! de la proteína posicionado cerca del 
promotor. El promotor posibilita una transcripción eficiente del gen 
insertado, y la secuencia de terminación de la transcripción en ocasiones 
mejora la cantidad y estabilidad del mRNA producido. El operador (0) 
permite la regulación mediante un represor con e! cual se une. El sitio de 
unión al ribosoma contiene las señales para una traducción eficiente del 
mRNA derivado del gen. El marcador seleccionable permite la selección 
de las células que contienen el DNA recombinante. 


sión. Por estas y muchas otras razones, algunas proteí- 
nas eucarióticas son inactivas cuando se purifican a 
partir de bacterias, o incluso puede que no se expresen 
en absoluto. Para contribuir a resolver estos problemas, 
constantemente se desarrollan nuevas cepas bacterianas 
huésped que incorporan mejoras como la presencia de 
chaperonas de proteínas eucarióticas o enzimas que 
modifican las proteínas expresadas. 

Hay muchos sistemas especializados para expresar 
proteínas en bacterias. El promotor y las secuencias 
reguladoras asociadas al operón lactosa (véase el Capí- 
tulo 28) a menudo se unen al gen que debe expresarse 
para controlar la transcripción. El gen clonado se trans- 
cribirá cuando se añada lactosa al medio de cultivo. Sin 
embargo, la regulación del sistema de la lactosa es 
defectuosa y la transcripción no se encuentra totalmen- 
te desactivada en ausencia de lactosa lo que puede 
representar un problema potencial si el producto del 
gen clonado es tóxico para las células huésped. La efi- 
ciencia de la trascripción a partir del promotor Lac 
tampoco es suficientemente eficiente para algunas apli- 
caciones. 

Un sistema alternativo utiliza un promotor y la RNA 
polimerasa de un virus bacteriano denominado bacte- 
riófago T7. Si el gen clonado se empalma con un promo- 
tor de T7 no será transcrito por la RNA polimerasa de 
T7, sino, por el contrario, por la RNA polimerasa de T7. 
El gen que codifica esta polimerasa se clona separada- 
mente en la misma célula en una construcción que 
garantiza una regulación estricta (que permita la pro- 
ducción controlada de la RNA polimerasa de T7). La 
polimerasa también es muy eficiente y sostiene eleva- 
dos niveles de expresión de la mayoría de genes empal- 
mados con el promotor de T7. Este sistema se ha utili- 
zado para expresar la proteína RecA en células bacteria- 


nas (Fig. 9-8). 


Levadura La levadura Saccharomyces cerevisiae es 
probablemente el organismo eucariótico mejor conoci- 
do y uno de los más fáciles de cultivar y manipular en el 
laboratorio. Al igual que las bacterias, esta levadura 
puede cultivarse en medios de bajo coste. La levadura 
posee una pared celular muy resistente, que es difícil de 
alterar para introducir vectores de DNA. Por este moti- 
vo las bacterias son más adecuadas para realizar la 
mayor parte de la ingeniería genética y el mantenimien- 
to del vector. El vector de levadura se propaga, pues, 
inicialmente en bacterias. Se dispone de varios excelen- 
tes vectores lanzadera para este propósito. 

Los principios subyacentes a la expresión de proteí- 
nas en levadura son los mismos que en las bacterias. Los 
genes clonados deben empalmarse con promotores que 
garanticen un elevado nivel de expresión en levadura. 
Por ejemplo, los genes de levadura GALI y GAL10 
están regulados en las células de forma que se expresan 
cuando las células de levadura se cultivan en un medio 
con galactosa, pero se reprimen cuando las células se 
cultivan en glucosa. Por tanto, si se expresa un gen 
heterólogo utilizando las mismas secuencias regulado- 
ras, puede controlarse su expresión simplemente eli- 
giendo el medio apropiado para el crecimiento celular. 

Algunos de los problemas que se encuentran en la 
expresión de proteínas en bacterias también aparecen 
en levaduras. Las proteínas heterólogas pueden no ple- 
garse correctamente, la levadura puede carecer de los 
enzimas necesarios para modificar las proteínas para su 
activación o la expresión de las proteínas puede verse 
comprometida por ciertas características de las secuen- 
cias génicas. Sin embargo, puesto que la levadura $. 
cerevisiae es un eucariota, la expresión de genes euca- 
rióticos (especialmente los genes de levadura) es a 
veces más eficiente en este huésped que en las bacte- 
rias. El plegamiento y la modificación de los productos 
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FIGURA 9-8 Expresión regulada de la proteina RecA en una célula 
bacteriana. £l gen que codifica la proteína RecA, ligado a un promotor 
del bacteriófago T7, se clona en un vector de expresión. En condiciones 
de crecimiento normales (sin inducción) mo se sintetiza la proteína 
RecA. Cuando se induce en la célula la RNA polimerasa de T7, se 
expresa el gen recA y se producen grandes cantidades de proteína RecA. 
Se indican las posiciones de los marcadores de masa molecular analiza- 
dos en el mismo gel. [Fuente: Rachel! Britt, Department of Biochemistry, 
University of Wisconsin-Madison.] 
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pueden también ser más precisos que para las proteínas 
expresadas en bacterias. 


Insectos y virus de insectos Los baculovirus son virus 
de insectos con genomas de DNA de doble cadena. 
Cuando infectan las larvas de sus insectos huésped se 
comportan como parásitos y matan las larvas para con- 
vertirlas en factorías de producción de virus. Hacia el 
final del proceso infeccioso, los virus producen grandes 
cantidades de dos proteínas (p10 y poliedrina), ninguna 
de las cuales es necesaria para la producción de virus en 
células de insectos en cultivo. Los genes de ambas pro- 
teínas pueden sustituirse por el gen de una proteína 
heteróloga. Cuando los virus recombinantes resultantes 
se usan para infectar larvas o células de insecto, la pro- 
teína heteróloga se sintetiza a menudo en cantidades 
muy grandes: hasta el 25% de la proteína total presente 
al final del ciclo de infección. 

El nucleopoliedrovirus multicápsida (AcMNPV) de 
Autographa californica es el baculovirus más utilizado 
para la expresión de proteínas. Tiene un genoma de gran 
tamaño (134.000 pb), demasiado grande para el clonaje 
directo. La purificación del virus también es muy laborio- 
sa. Estos problemas se han resuelto con el desarrollo de 
los bácmidos, grandes moléculas de DNA circular, que 
contienen el genoma completo del baculovirus jumto con 
secuencias que permiten la replicación del bácmido en £. 
coli (Fig. 9-9). El gen a estudiar se clona en un plásmido 
menor y se combina con el plásmido mayor por recombi- 
nación específica de sitio in vivo (véase la Fig. 25-38). A 
continuación el bácmido recombinante se aísla y se trans- 
fecta en las células de insecto (el término transfección - 
se utiliza cuando el DNA usado para la transformación 
contiene secuencias víricas que conducen a la replicación 
del virus), y la proteína recombinante se recupera una vez 
finalizado el ciclo infeccioso. Se dispone de una amplia 
variedad de sistemas comerciales basados en bácmidos. 
Los sistemas de baculovirus no dan buenos resultados con 
todas las proteínas. Sin embargo, con estos sistemas las 
células de insecto son capaces, a veces, de reproducir los 
patrones de modificación de las proteínas de los eucario- 
tas superiores y producir proteínas eucarióticas activas 
correctamente modificadas. 


Células de mamífero en cultivo La manera más conve- 
niente para introducir genes clonados en células de 
mamífero es mediante virus. Este método aprovecha la 
capacidad natural de los virus para insertar su DNA o 
RNA en una célula, y a veces en el cromosoma celular. 
Se dispone de un gran número de virus de mamífero 
modificados que pueden actuar de vectores, incluyendo 
adenovirus humanos y retrovirus. El gen utilizado se 
clona de manera que su expresión esté controlada por 
un promotor viral. El virus utiliza sus mecanismos de 
infección naturales para introducir el genoma recombi- 
nante en las células, donde se expresa la proteína clona- 
da. Estos sistemas tienen la ventaja de que las proteínas 
se pueden expresar de manera transitoria (si el DNA 
vírico se mantiene separado del genoma de la célula 
huésped y finalmente degradado) o permanente (si el 
DNA vírico se integra en el genoma de la célula hués- 
ped). El acierto en la elección de la célula huésped 
asegura la correcta modificación post-traducción, que 
garantiza la obtención de la forma activa de la proteína. 
Sin embargo, el mantenimiento de células eucarióticas 
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en cultivo es muy caro, y esta tecnología se usa general- 
mente para estudiar la función de una proteína in vivo, 
más que para producir una proteína en grandes cantida- 
des 


FIGURA 9-9 Clonación con baculovirus. (a) Se muestra la construc- 
ción de un vector típico usado para la expresión de proteínas en baculo- 
virus, El gen estudiado se clona en un pequeño plásmido (izquierda) 
entre dos sitios (att) reconocidos por una recombinasa específica de 
sitic y a continuación se introduce en el vector de baculovirus por 
recombinación específica de sitio (véase la Fig. 25-37), El DNA circular 
obtenido se usa para infectar las células de una larva de insecto. El gen 
estudiado se expresa durante el ciclo infectivo bajo el control de un pro- 
motor que normalmente expresa una proteína de la cápsida del baculo- 
virus a niveles muy elevados. (b) Las fotografías muestran (izquierda) 
una larva de insecto infectada por un vector recombinante de baculovi- 
rus que expresa una proteína que produce un color rojo y (derecha) una 
larva no infectada. [Fuente: (b) USDA-ARS? 


La alteración de los genes clonados produce proteinas 
modificadas 


Las técnicas de clonación pueden usarse no sólo para 
obtener grandes cantidades de proteína, sino también 
para producir proteínas poco o muy alteradas. Se pue- 
den cambiar aminoácidos individuales mediante muta- 
génesis dirigida. Esta técnica ha influido muy positi- 
vamente en el estudio de las proteínas al permitir la 
introducción de cambios específicos de la estructura 
primaria y examinar los efectos de estos cambios en el 
plegamiento de las proteínas, la estructura tridimensio- 
nal y la actividad. En esta poderosa metodología para el 
estudio de la estructura y función de las proteínas, los 
cambios de la secuencia de aminoácidos se introducen 
mediante la alteración de la secuencia del gen clonado. 
Si la secuencia que se pretende modificar está flanquea- 
da por lugares de restricción apropiados, se puede rea- 
lizar el cambio simplemente por sustitución del segmen- 
to origina de DNA por un segmento sintético idéntico al 
original excepto en el cambio deseado (Fig. 9-10a). 

Si no hay lugares de restricción localizados ade- 
cuadamente, la mutagénesis dirigida por oligonu- 
cleótido puede generar un cambio específico en la 
secuencia del DNA (Fig. 9-10b). Dos cadenas comple- 
mentarias de DNA sintético cortas, cada una con el 
cambio de base deseado se hibridan a las hebras opues- 
tas del gen clonado dentro de un vector adecuado de 
DNA circular, Una base desapareada entre 30 o 40 pb 
no impide la hibridación. Los dos oligonucleótidos apa- 
reados sirven de cebador para la síntesis de DNA en 
ambas direcciones alrededor del vector plasmídico, 
creándose así dos cadenas complementarias que con- 
tienen la mutación. Después de varios ciclos de ampli- 
ficación selectiva mediante la técnica denominada 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR, véase Fig. 
8-33), el DNA que contiene la mutación predomina en 
la población y puede usarse para transformar las bacte- 
rias. La mayoría de las bacterias transformadas conten- 
drán plásmidos con la mutación. Si es necesario, el 
DNA del plásmido molde no mutante puede eliminarse 
selectivamente por corte con el enzima de restricción 
Dpni. El plásmido molde, normalmente aislado a partir 
de E. coli de tipo salvaje, tiene un residuo de A metila- 
do en cada copia del palíndromo de cuatro nucleótidos 
GATC (denominado sitio dam; véase la Fig. 25-31). El 
nuevo DNA que contiene la mutación no tiene los resi- 
duos de A metilados porque la replicación tiene lugar 
in vitro. Dpnl corta selectivamente el DNA en la 
secuencia GATC solamente si el residuo Á en una o en 
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las dos cadenas está metilado; es decir, degrada sola- 
mente el molde. ` 

Por ejemplo, volvamos al gen bacteriano recA. El 
producto de este gen, la proteína RecA, tiene diversas 
actividades (véase la Sección 25.3). Se une al DNA for- 
mando una estructura filamentosa, alinea dos DNA de 
secuencia similar e hidroliza ATP. Un residuo aminoácido 
concreto de RecA (un polipéptido de 352 residuos), el 
residuo Lys en la posición 72, está implicado en la hidróli- 
sis del ATP. Al cambiar la Lys” por una Arg se obtiene una 
variante de RecA que une pero no hidroliza ATP (Fig. 
9-10c). La modificación y purificación de esta variante de 
RecA ha facilitado la investigación sobre el papel de la 
hidrólisis del ATP en el funcionamiento de esta proteína. 

Se pueden introducir cambios en un gen en donde 
intervengan mucho más que un par de bases. Se pueden 
suprimir partes importantes de un gen, cortando un 
segmento con endonucieasas de restricción y ligando 
las porciones restantes para formar un gen más peque- 
ño. Por ejemplo, si una proteína tiene dos dominios, el 
segmento del gen que codifica uno de los dominios se 
puede eliminar para producir una proteína que sólo 
posea un dominio de los dos originales. Se pueden ligar 
partes de genes diferentes para crear nuevas combina- 
ciones. El producto de este tipo de genes se conoce 
como proteína de fusión. Se dispone de métodos 
ingeniosos para realizar prácticamente cualquier tipo de 
alteración genética in vitro. La reintroducción del DNA 
modificado en la célula permite investigar las conse- 
cuencias de la alteración. 


Plásmido 


Desnaturalizar y aparear 
los oligonucleótidos 
cebadores que contienen 
la mutación. 


OO 


Usar la DNA polimerasa 
para extender e 
incorporar los cebadores 
mutagénicos. 
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recA de tipo salvaje 
TCT TCCGGTAAAAC CACG C 


IO 


recA K72R mutante 
TCTTCECGGTCGCACCACGC 


OOUT 


FIGURA 9-10 Dos procedimientos de 
mutagénesis dirigida. (a) Se sintetiza un 
segmento de DNA que se utiliza para reem- 
plazar un fragmento de DNA que ha sido eli- 
minado previamente mediante corte con 
una endonucleasa de restricción. (b) Se hibridan un par de oligonucieó- 
tidos sintéticos y complementarios, portadores de un cambio específico 
de la secuencia en una posición, con un plásmido circular que contiene 
una copia cionada del gen que debe alterase. Los oligonucleótidos muta- 
dos actúan de cebador para la sintesis de copias de DNA dúplex com- 
pleto del plásmido que contiene el cambio de secuencia específico. 
Estas copias del plásmido se usan para transformar las células. (e) 
Resultados obtenidos con un secuenciador automático (véase la Fig.. 
8-34), que muestran las secuencias del tipo salvaje del gen recA 
(arriba) y de un gen recA (abajo) con el triplete (codon) en posición 72 
cambiado de AAA a CGC, que especifica un residuo de Arg (R) en lugar 
de un residuo de Lys (K). [Fuente: (c) Elizabeth A Wood, University of 
Wisconsin-Madison, Department of Biochemistry. ] 


Las etiquetas terminales crean sitios de unión 
para la purificación por afinidad 


La cromatografía de afinidad es uno de los métodos más 
eficientes para la purificación de proteínas (véase la 
Fig. 3-17c). Lamentablemente hay muchas proteínas 
que no se unen a un ligando que pueda ser inmovilizado 
convenientemente sobre un medio cromatográfico. Sin 
embargo, el gen de prácticamente cualquier proteína 
puede modificarse para expresar una proteína de fusión 
que pueda purificarse por cromatografía de afinidad. El 
gen que codifica la proteína de interés se acopla al gen 
que codifica un péptido o una proteína que se una a un 
ligando sencillo y estable con elevada afinidad y especi- 
ficidad. El péptido o proteína usados con este propósito 
se denominan etiqueta. Las secuencias etiqueta se 
pueden añadir a los genes de manera que las proteínas 
resultantes tengan la etiqueta en el extremo amino o en 
el extremo carboxilo terminal. Algunas proteínas y pép- 
tidos usados frecuentemente como etiquetas se mues- 
tran en la Tabla 9-3. 

El procedimiento general puede ilustrarse con la 
etiqueta glutatión-S-transferasa (GST) (Fig. 9-11). La 
GST es un enzima pequeño (Mr 26.000) que se une 
fuerte y específicamente al glutatión. Si la secuencia 
génica de la GST se une al gen estudiado, la proteína de 
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fusión adquiere la propiedad de unirse al glutatión. La 
proteína de fusión se expresa en una bacteria o en otro 
organismo huésped, a partir del cual se prepara un 
extracto crudo. Se llena una columna con una matriz 
porosa, consistente en el ligando (glutatión) inmoviliza- 
do sobre las partículas microscópicas de un polímero 
estable como la agarosa entrecruzada. A medida que el 
extracto crudo fluye a través de la columna, la proteína 


(a) 


Glutatión (GSH) 


Glutatión-S-transtferasa (GST) 


(b) O a 


Gen de la proteína problerna 
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Ou Expresión de la proteína 
(s Ye de fusión en una célula. 


Preparación del extracto que contiene 
la proteína de fusión en la mezcla de 
proteínas celulares. 


Carga de Se añade una 
la mezcla de disolución de glutatión 
proteínas en 


la columna. 


El glutatión inmovilizado 
sobre el medio une 
la etiqueta de GST. 


libre a la columna. ; 
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de fusión es inmovilizada por unión al glutatión. Las 
demás proteínas del extracto pasan de largo a través de 
la columna y son descartadas. La interacción entre la 
GST y el glutatión es fuerte, pero no covalente, lo que 
hace posible la elución suave de la proteína de fusión 
utilizando una disolución que contenga una concentra- 
ción de sal o de glutatión libre mas elevada que compita 
con el ligando inmovilizado por la unión de la GST. Las 
proteínas de fusión pueden obtenerse a menudo con un 
buen rendimiento y elevada pureza con este procedi- 
miento. En algunos sistemas comercialmente disponi- 
bles, la etiqueta puede eliminarse parcial o completa- 
mente de la proteína de fusión purificada utilizando una 
proteasa que corta la secuencia cerca de la unión entre 
la proteína y su etiqueta. 


TABLA 9-3 "USO Común 
| Masa 
molecular inmovilizado 
Etiqueta proteica/peptídica (kDa) Ligando 
A A E A a S ad 
Proteína A 59 Porción Fc 
de una IgG 
(His), 0,8 Ni? 
Gutatión-S- 26 Glutatión 
transferasa (GST) 
Proteína de unión 41 Maltosa 
de maltosa 
' B-Galactosidasa 116 p-Aminofenil-P- 
| D-tiogalactósido 
| (TPEG) 
|! Dominio de unión 5,7 Quitina 
| de quitina 


FIGURA 9-11 Aplicación del etique- 
tado en la purificación de proteínas. (a) 
La glutatión-S-transferasa (GTS) es un 
pequeño enzima que se une al glutatión 
(un dipéptido Cys-Gly unido al carbono 
carboxílico de la cadena lateral de un 
residuo de glutamato, de ahí la abrevia- 
tura GSH). (b) La etiquela GST se une al 
extremo carboxilo de la proteína por 
ingeniería genética. La proteína etique- 
tada se expresa en la célula y está pre- 
sente en el extracto crudo cuando se 
lisan las células. El extracto se cromato- 
grafía en una columna de afinidad que 
contiene un medio con glutatión inmovi- 
lizado (Fig. 3-17c). La proteína etiquetada 
con GST se une al glutatión, con el consi- 
guiente retardo de la migración a través 
de la colurma, mientras que las restantes 
proteínas pasan rápidamente sin ser 
retenidas. La proteína etiquetada se eluye 


pE 


23456789 


t3 de la columna con una disolución que 
Otras proteínas pasan La proteína de fusión se contenga una elevada concentración 
a través de la columna. eluye con la disolución de glutatión. -atina o glutatión libre. 


Una etiqueta más pequeña muy usada consiste en 
una secuencia sencilla de seis o más residuos de histidi- 
na. Estas etiquetas de histidina o etiquetas His se unen 
fuerte y específicamente a iones níquel. Se pueden usar, 
pues, medios cromatográficos con Ni? inmovilizado 
para separar rápidamente proteínas etiquetadas con His 
de otras proteínas presentes en un extracto, Se pueden 
usar etiquetas mayores, como la proteína de unión de 
maltosa, para mejorar la solubilidad y la estabilidad y así 
permitir la purificación de proteínas clonadas que de 
otro modo serían inactivas debido a un plegamiento 
incorrecto o a su insolubilidad. 

La cromatografía de afinidad con utilización de eti- 
quetas terminales es conveniente y eficaz y se ha usado 
en millares de estudios publicados; en muchos casos, 
sin la etiqueta sería imposible purificar la proteína y 
estudiarla. Sin embargo, incluso las etiquetas más 
pequeñas pueden afectar las propiedades de las proteí- 
nas a las que están unidas e influir en los resultados. Por 
ejemplo, la etiqueta puede afectar negativamente el 
plegamiento de la proteína. La actividad puede verse 
afectada incluso cuando las etiquetas se eliminan con 
proteasas si uno o unos pocos residuos aminoácidos 
permanecen asociados a la proteína. Los tipos de expe- 
rimentos que se realizan con proteínas etiquetadas 
deberían siempre ser evaluados con ayuda de controles 
bien diseñados para valorar el efecto de la etiqueta en la 
función de la proteína. 


La reacción en cadena de la polimerasa puede adaptarse 
para convertirse en un eficaz método de clonaje 


El diseño cuidadoso de los cebadores usados en la PCR 
(véase la Fig. 8-33) permite modificar el segmento 
amplificado, incluyendo en cada extremo DNA adicional 
que no esté presente en el cromosoma objeto de estu- 
dio. Por ejemplo, pueden introducirse lugares de corte 
para enzimas de restricción para facilitar la ulterior 
clonación del DNA amplificado (Fig. 9-12). 

Numerosas adaptaciones especializadas han aumen- 
tado la utilidad de la PCR. Por ejemplo, es posible 
amplificar secuencias de RNA si el primer ciclo de PCR 
usa transcriptasa inversa, un enzima que funciona como 
la DNA polimerasa (véase la Fig. 8-33), pero que utiliza 
RNA como molde (Fig. 9-12). Una vez obtenida la cade- 
na de DNA a partir del molde de RNA, el resto de los 
ciclos puede llevarse a cabo con DNA polimerasas, 
mediante protocolos estándar. La PCR con transcrip- 
tasa reversa (RT-PCR) puede usarse, por ejemplo, 
para detectar secuencias derivadas de células vivas 
(que están transcribiendo su DNA en RNA) en lugar de 
tejidos muertos. 

Se dispone de protocolos cuantitativos para estimar 
el número relativo de copias de una secuencia determi- 
nada en una muestra. El método se denomina PCR 
cuantitativa, o qPCR. Si una determinada secuencia 
de DNA está presente en una muestra en cantidades 
superiores a las normales —por ejemplo, si ciertos genes 
están amplificados en células tumorales- la qPCR puede 
poner de manifiesto el aumento de la representación de 
estas secuencias. En resumen, la PCR se realiza en pre- 
sencia de una sonda que emite una señal fluorescente 
cuando está presente el producto de la PCR (Fig. 
9-13). Si la secuencia estudiada es más abundante que 
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FIGURA 9-12 Cionación de un segmento de DNA amplificado 
mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). El DNA ampli- 
ficado con la reacciór en cadena de la polimerasa se puede clonar 
(Véase la Fig. 8. 33) Los cebadores pueden incorporar extremos no 
complementarios que contengan un sitio de corte para una endonu- 
cleasa de restricción. Aunque estas partes de los cebadores no hibriden 
con el DNA, e! procedimiento de la PCR los incorpora en el DNA amplifi- 
cado. El corte de los fragmentos amplificados en estos sitios crea extre- 
mos cohesivos que facilitan la ligación del DNA amplificado en un vector 
de cionación. 


otras secuencias de la muestra, la señal de PCR alcanza- 
rá un umbral predeterminado más rápidamente. La PCR 
de transcriptasa inversa y la PCR a tiempo real pue- 
den combinarse para determinar las concentraciones 
relativas de una determinada molécula de RNA en una 
célula en diferentes condiciones ambientales. 


RESUMEN 9,1 El estudio de los genes y sus productos 


M La clonación de DNA y la ingeniería genética 
requieren el corte del DNA y la unión de segmentos de 
DNA en nuevas combinaciones: DNA recombinante. 

E La clonación incluye el corte del DNA en fragmen- 
tos mediante enzimas, la selección y posible modifica- 
ción del fragmento deseado, la inserción del fragmento 
de DNA en un vector de clonación adecuado, la transfe- 
rencia del vector con el inserto de DNA a una célula 
huésped para su replicación y la selección de las células 
que contengan el fragmento de DNA. 
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(a) 
sonda La señal del fluoróforo 
es apantallada cuando 
la sonda forma una 
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FIGURA 9-13 PCR cuantitativa La PCR puede llevarse a cabo de 
manera cuantitativa, mediante el seguimiento cuidadoso del progreso de 
la amplificación por PCR y determinando en que momento un segmento 
de DNA se ha amplificado hasta un delerminado valor umbral. (a) La 
cantidad de producto de la PCR presente se determina midiendo el nive! 
de una sonda fluorescente unida a un oligonucteótido de referencia com- 
plementario del segmento de DNA que se está amplificando. La fluores- 
cencia de la sonda no se detecta inicialmente debido a un extintor de la 
fluorescencia unido al mismo oligonucleótido. Cuando el oligonucleótido 
de referencia se aparea con su complementario en una copia del seg- 
mento de DNA amplificado, el fluoróforo se separa dei grupo extintor y 
se emite fluorescencia. (b) A medida que avanza la reacción de PCR, la 
cantidad de segmento de DNA diana aumenta exponenciaimente. La 
señal de fluorescencia también aumenta exponencialmente, a medida 
que las sondas oligonucletídicas se aparean con los segmentos amplifi- 
cados. Después de muchos ciclos de PCR, la señal llega a una meseta, a 
consecuencia del agotamiento de uno o más componentes de la reac- 
ción Cuando un segmento es más abundante en una muestra que en 
otra, la amplificación alcanza antes un determinado umbral. La línea “sin 
molde” presenta un lento incremento, y corresponde a la seña! basal 
observada en un control que no incluye DNA añadido. CT corresponde 
al número de ciclos para que se supere el umbral por primera vez. 


E Las endonucleasas de restricción (especialmente 
los enzimas de tipo ID) y la DNA ligasa son enzimas esen- 
ciales en la clonación de genes. 

MB Los vectores de clonación consisten en plásmidos, y 
para los insertos de DNA más largos, cromosomas bac- 
terianos artificiales (BAC) y cromosomas artificiales de 
levadura (YAC). 

MB” Las técnicas de ingeniería genética permiten mani- 
pular las células para que expresen y/o modifiquen los 
genes clonados. 


E Se pueden unir proteínas o péptidos a una proteína 
de interés alterando su gen clonado para crear una pro- 
teína de fusión. Los segmentos proteicos adicionales 
pueden usarse para detectar la proteína o para purifi- 
carla mediante métodos apropiados de cromatografía de 
afinidad. 

M La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) per- 
mite la amplificación de fragmentos elegidos de DNA o 
RNA para el clonaje y puede adaptarse para determinar 
el número de copias de un gen o para el seguimiento 
cuantitativo de la expresión génica. 


9.2 Métodos basados en el DNA para 
estudiar la función de las proteínas 


La función de las proteínas puede describirse a tres 
niveles. La función fenotípica describe los efectos de 
una proteína en el organismo entero. Por ejemplo, la 
pérdida de la proteína puede resultar en un crecimiento 
más lento del organismo, alteraciones del desarrollo e 
incluso la muerte. La función celular es una descrip- 
ción de la red de interacciones de una proteína a nivel 
celular. La identificación de las interacciones con otras 
proteínas en la célula puede ayudar a definir los tipos de 
procesos metabólicos en los que participa la proteína. 
Finalmente, la función molecular hace referencia a la 
actividad bioquímica concreta de una proteína, inclu- 
yendo detalles tales como las reacciones catalizadas por 
un enzima o los ligandos unidos por un receptor. El 
desafío que representa el conocimiento de las funciones 
de miles de proteínas poco o nada caracterizadas que se 
encuentran en una célula típica ha dado lugar a una 
amplia variedad de técnicas. Los métodos basados en el 
DNA contribuyen de forma determinante a este esfuer- 
zo y pueden suministrar información sobre los tres 
niveles. Con estas técnicas es posible determinar cuan- 
do se expresa una determinada proteína, las proteínas 
con que puede estar relacionada, su localización en la 
célula, la interacción con otros componentes celulares y 
los efectos sobre la célula cuando falta la proteína. 


Las bibliotecas genómicas proporcionan catálogos 
especializados de información genética 


Una genoteca de DNA es una colección de clones de 
DNA reunidos con objeto de disponer de una fuente de 
DNA para secuenciar, descubrir nuevos genes o para 
estudios de la función génica o proteica. Hay distintos 
tipos de genotecas según el origen del DNA y la función 
última de la genoteca. 

Las más extensas son las genotecas genómicas, 
producidas cuando el genoma completo de un organis- 
mo determinado se corta en millares de fragmentos. 
Todos los fragmentos son clonados por inserción de 
cada fragmento en un vector de clonación. Ello crea una 
mezcla compleja de vectores recombinantes, cada uno 
con un fragmento clonado diferente. El primer paso en 
la preparación de una biblioteca genómica es la diges- 
tión parcial del DNA con endonucleasas de restricción, 
de forma que cualquier secuencia se encontrará en 
fragmentos de una gama limitada de tamaños, gama 
compatible con el vector de clonación para asegurar que 
prácticamente todas las secuencias estén representadas 
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FIGURA 9-14 Construcción de una genoteca de cDNA a partir de 
mRNA. El mRNA total de una célula contiene los transcritos de miles de 
genes, y los cDNA generados a partir de este mRNA son, en consecuen- 
cia, heterogéneos. La transcriptasa inversa puede sintetizar DNA sobre 
un molde de DNA c de RNA (véase la Fig. 26-32), Para cebar la sintesis 
de una segunda hehra de DNA se ligan olhgonucieótidos de secuencia 
conocida al extremo 3' de la primera hebra, y el DNA de doble cadena 
obtenido de este modo se ciona en un plásmido. 


en los clones de la genoleca. Los fragmentos demasiado 
grandes o demasiado pequeños para la clonación se 
eliminan por centrifugación o electroforesis. El vector 
de clonación, tal como un BAC o YAC, se corta con la 
misma endonucleasa de restricción usada para digerir el 
DNA y se liga con los fragmentos de DNA genómico. La 
mezcla de DNA ligado se usa a continuación para trans- 
formar células bacterianas o de levadura para preparar 
un conjunto de células, cada una de las cuales aloja una 
molécula de DNA recombinante distinta. Idealmente, 
todo el DNA del genoma estudiado estará representado 
en la genoteca. Cada célula bacteriana o de levadura 
transformada forma una colonia, o “clon” de células 
idénticas, cada una con el mismo plásmido recombinan- 


te, uno de los muchos contenidos en el conjunto de la 
genoteca. 

Los estudios dirigidos a definir la función génica o 
proteica a menudo recurren a genotecas más especiali- 
zadas. Por ejemplo, una genoteca que contenga sola- 
mente los genes que se expresan, es decir, que se 
transcriben en RNA en un organismo dado o incluso en 
ciertas células o tejidos. Una genoteca de este tipo care- 
ce de las secuencias de DNA no codificantes que cons- 
tituyen una gran parte de muchos genomas eucarióti- 
cos. En primer lugar, se extrae el mRNA de un organis- 
mo o de determinadas células del organismo, y se sinte- 
tizan DNA complementarios (cDNA). Esta reacción 
en múltiples pasos mostrada en la Figura 9-14 se basa 
en la transcriptasa inversa que sintetiza DNA a partir 
del RNA. Los fragmentos de DNA de doble hebra resul- 
tantes se insertan en un vector adecuado y se clonan, 
generándose una población de clones denominada 
genoteca de cDNA. La detección de un gen de una 
proteína determinada en una genoteca de este tipo 
implica que éste se expresa en las células en las condi- 
ciones usadas para preparar la genoteca. 


Las relaciones entre las secuencias o las estructuras 
suministran información sobre la función de las proteínas 


Una razón importante para secuenciar numerosos geno- 
mas es construir un banco de datos que sirva para atri- 
huir funciones a los genes a partir de la comparación de 
los genomas, práctica conocida como genómica com- 
parada. A veces, un gen recién descubierto puede 
relacionarse por homología de secuencia con un gen 
estudiado previamente en otra o en la misma especie, y 
su función puede ser definida totalmente, o en parte, 
por esta relación. Los genes de diferentes especies, 
pero con una clara relación de secuencia y función se 
denominan ortólogos. Los genes relacionados de forma 
similar entre sí, pero pertenecientes a la misma especie, 
se denominan parálogos. Introdujimos estos términos 
en el Capítulo 3 en el contexto de las proteínas. Si se ha 
caracterizado la función de un gen en una especie, esta 
información puede usarse para asignar, al menos tenta- 
tivamente, la función del ortólogo encontrado en una 
segunda especie. La correlación es más fácil de estable- 
cer cuando se comparan genomas de especies relativa- 
mente próximas, como el ratón y los humanos, aunque 
muchos genes claramente ortólogos se han identificado 
en especies tan lejanas como las bacterias y los huma- 
nos. A veces, incluso el orden de los genes en un cromo- 
soma está conservado en largos segmentos del genoma 
de especies próximas (Fig. 9-15). La conservación del 
orden de los genes, denominada sintenía, es un argu- 
mento adicional a favor de una relación ortóloga entre 
genes localizados en los mismos lugares de segmentos 
relacionados. 

Alternativamente, ciertas secuencias asociadas con 
determinados motivos estructurales (Capítulo 4) pue- 
den identificarse en una proteína. La presencia de un 
motivo estructural puede ayudar a definir la función 
molecular de una proteína sugiriendo que, por ejemplo, 
cataliza la hidrólisis del ATP, se une al DNA o forma un 
complejo con iones de zinc. Estas relaciones se estable- 
cen con ayuda de programas de ordenador cada vez más 
sofisticados, limitados solamente por la información 
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FIGURA 9-15 Sintenia en los genomas de ratón y humanos. Grandes 
segmentos de los dos genomas tienen genes relacionados alineados en 
el mismo orden en los cromosomas. En estos cortos segmentos del cro- 
mosoma 9 humano y del cromosoma 2 de ratón, los genes muestran un 
elevado grado de homología y el mismo orden. Los diferentes formatos 
de las letras de los nombres de los genes responden a las diferentes con- 
venciones de la nomenclatura en los dos organismos. [Fuente: T.G. Wols- 
berg et ai., Nature 409:824, 2001, Fig.1.] 


disponible sobre la estructura de los genes y las proteí- 
nas y por nuestra capacidad para asociar las secuencias 
con los distintos motivos estructurales. Las secuencias 
del sitio activo de un enzima muy conservado en la evo- 
lución están típicamente asociadas con la función cata- 
lítica y su identificación es a menudo una etapa impor- 
tante en el establecimiento del mecanismo de reacción 
de un enzima. El mecanismo de reacción, a su vez, 
suministra la información necesaria para desarrollar 
nuevos inhibidores del enzima con valor farmacológico. 


Las proteínas de fusión y la inmunofluorescencia pueden 
localizar proteínas en las células. 


A menudo, una indicación importante de la función de 
un producto gémco procede de la determinación de su 
localización en la célula. Por ejemplo, una proteína 
encontrada exclusivamente en el núcleo podría estar 
implicada en procesos exclusivos de este orgánulo, tales 
como la transcripción, la replicación o la condensación 
de los cromosomas. A menudo se preparan proteínas de 
fusión con el propósito de localizar una proteína en una 
célula o en un organismo. Algunas de las fusiones más 
eficaces consisten en la unión de proteínas marcadoras 
que hacen posible la localización por visualización direc- 
ta o por inmunofluorescencia. i 

Un marcador especialmente útil es la proteína 
fluorescente verde (GFP) (Fig. 9-16). Un gen diana 
(que codifica la proteína estudiada) empalmado con el 
gen GFP genera una proteína de fusión altamente fluo- 
rescente que, literalmente, se ilumina cuando se expone 
a la luz azul y que puede localizarse directamente en 
una célula viva. La GFP procede de la medusa Aequo- 
rea victoria. La proteína tiene una estructura en barril 
B, y el fluoróforo (el componente fluorescente de la 
proteína) se encuentra en el centro del barril. El fluoró- 
foro procede de la reorganización y oxidación de varios 
aminoácidos en una reacción autocatalítica que no 
requiere otras proteínas o cofactores aparte del oxígeno 
molecular (véase el Recuadro 12-3, Fig. 3). La GFP se 
clona fácilmente en forma activa en prácticamente cual- 
quier célula. Con el microscopio se pueden observar 


unas pocas moléculas de esta proteína, lo que permite 
el estudio de su localización y movimientos en la célula. 
Mediante modificación cuidadosa de la proteína junto 
con aislamiento de proteínas fluorescentes de otros 
celenterados marinos se ha generado una amplia gama 
de estas proteínas con diferentes colores (Fig. 9-16b) y 
otras propiedades (brillantez, estabilidad). Por ejemplo, 
con esta tecnología la proteína GLR1 (un receptor del 
glutamato en el tejido nervioso) se ha visualizado como 
una proteína de fusión GLR1-GFP en el nemátodo Cae- 
norhabditis elegans (Fig. 9-16c). 

En muchos casos, la visualización de una proteína 
de fusión GFP en una célula viva no es posible, no es 
práctica o no es deseable. La proteína de fusión GFP 
puede ser inactiva o puede no expresarse lo suficiente 
para ser visualizada, En este caso, la inmunofluores- 
cencia es una alternativa para visualizar la proteína 
endógena (no alterada). Está técnica requiere la fija- 
ción (y por lo tanto la muerte) de la célula. La proteína 
estudiada a veces se expresa como una proteína de 
fusión con un epítopo de identificación, una corta 
secuencia proteica que interacciona fuertemente con 
un anticuerpo bien caracterizado, comercialmente dis- 
ponible. El anticuerpo tiene unidas moléculas fluores- 
centes (fuorocromos). Normalmente, la proteína estu- 
diada no está alterada. Un anticuerpo específico se une 
a la proteína, A continuación se añade un segundo 
anticuerpo que se une específicamente al primero. Es el 
segundo anticuerpo el que lleva unido el fluorocromo 
(s) (Fig. 9-17a). Una variante de esta técnica indirecta 
de visualización consiste en unir moléculas de biotina al 
primer anticuerpo y a continuación añadir estreptavidi- 
na (una proteína bacteriana estrechamente relacionada 
con la avidina, proteína que se une a la biotina; véase la 
Tabla 5-1) con fluorocromos unidos. La interacción 
entre la biotina y la estreptavidina se encuentra entre 
las más fuertes y específicas conocidas, y la posibilidad 
de añadir varios fltuorocromos a cada proteína confiere 
al método una gran sensibilidad. 

Se pueden preparar genotecás de cDNA altamente 
especializadas (Fig. 9-14) clonando cDNA o fragmentos 
de cDNA en un vector que acople cada secuencia de 
cDNA con una secuencia marcadora denominada gen 
identificador. Los genes acoplados se denominan a 
menudo construcción etiguetada. Por ejemplo, todos 
los genes de la genoteca pueden estar acoplados al gen 
GFP (Fig. 9-18). Cada célula de la genoteca expresa 
uno de estos genes acoplados. La localización celular 
del producto de cualquier gen representado en la geno- 
teca se manifestará como una zona iluminada en las 
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FIGURA 9-16 La proteína verde fluorescente (GFP). (a) La proteína 
GFP (PDB ID 1GFL), procedente de la medusa Aequorea victoria, es abun- 
dante en Puget Sound, Washington. (b) La proteína tiene una estructura 
en barril- 4; el fluoróforo (mostrado con el modelo espacial) se encuentra 
en el centro del barri. (c) El fluoróforo de la GPF se deriva de una secuen- 
cia de tres aminoácidos, -Ser*W-Tyr-Ser*”-. El fluoróforo adquiere su 
forma madura a través de reordenamientos internos, acoplados a una 
reacción de oxidación múltiple, cuyo mecanismo simplificado se muestra 
en la figura. (d) Fn la actualidad se dispone de variantes de la GFP de 
prácticamente cualquier color del espectro visible. (e) La proteína de 
fusión GLR1-GFP emite una fluorescencia verde brillante en Caenorhabdi- 
tis elegans, un gusano nemátodo (izquierda). GLR1 es un receptor del glu- 


FIGURA 9-17 Inmunofluorescencia indirecta. (a) El anticuerpo prima- 
rio se une a la proteína estudiada y se añade un anticuerpo secundario; 
este segundo anticuerpo, con uno o más grupos fluorescentes unidos, se 
une al primero, Se pueden unir varios anticuerpos secundarios al anti- 
cuerpo primario con la consiguiente amplificación de ta señal. Si la pro- 
teína estudiada se encuentra en el interior de la célula, la célula se fija y 
se permeabiliza, y los dos anticuerpos se añaden uno tras otro. (b) El 
resultado final es una imagen en la cual las manchas brillantes indican la 
localización de la proteína o proteinas estudiadas en la célula, Las imá- 
genes muestran un núcieo de un fibroblasto humano, teñido sucesiva- 
mente con anticuerpos y marcadores fluorescentes de la DNA polime- 
rasa e, de la PCNA, una importante proteína accesoria de la polimerasa, 
y de la bromo-desoxiuridina (BrdU), un análogo de los nucleótidos. El 
BrdU, añadido en un breve pulso, identifica las regiones donde el DNA se 
replica activamente, Los patrones de tinción muestran la colocalización 
de la DNA pofimerasa e y la PCNA en la regiones donde se sintetiza 
activamente el DNA, Se puede observar una de estas regiones en el 
recuadro blanco. 

[Fuente: (b) Fuss, J. and Linn, 5., 2002, “Kuman DNA polymerase e colo- 
calizes with proliferating cell nuctear antigen and DNA replication late, 
but not early, in S phase, ” / Biol Chem, 227:8658-8666 Cortesía de Jill 
Fuss, University of California, Berkeley. ] 
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tamato en el sistema nervioso (Las gotas de lípido autoflorescentes se 
han coloreado arbitrariamente en magenta.) Las membranas de las células 
de E.coli (derecha) se han teñido con un colorante fluorescente rojo. Las 
células expresan una proteína que se une a un plásmido residente fusio- 
nado con GFP, Las manchas verdes indican la localización de los plásmi- 
dos. [Fuentes: (a) Chris Parks/ImageQuest Marine (DPDB iDIGFL, F. 
Yang et a. Nature Biotechnol. 14:1246, 1996. (c, d) Cortesía de Roger Tsien, 
University of California, San Diego, Department of Pharmacology and Paul 
Steinbach. (e) (izquierda) Cortesía de Penelope J. Brockie and Andres Y. 
Marica, Department of Biology, University of Utha; (derecha) cortesía de 
A. Pogliano ° (2001), Multicopy plasmids are clustered and localized in 
Escherichia coli, Proc. Nat! Acad. Sci. USA 98:4486-4491.] 
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FIGURA 9-18 Genotecas de DNA especializadas. (a) La clonación de 
un cDNA vecino al gen de la proteina fluorescente verde (GFP) crea una 
construcción etiquetada. La transcripción avanza a lo largo del gen estu- 
diado (et cDNA insertado) y del gen marcador (en este caso, GFP} y el 
transcrito de mRNA se expresa como una proteina de fusión. La parte de 
la proteina correspondiente a la GFP es visible en el microscopio de fluo- 
rescencia. Aunque sólo se muestra un ejempla, son millares los genes 
que se pueden unir a GFP en construcciones similares y almacenar en 
genotecas en las que cada célula u organismo de la genoteca expresa 
una proteína diferente unida a GFP Si la proteína de fusión se expresa 
correctamente, es posible determinar su localización en la célula o en el 
organismo. La fotografía muestra un gusano nemátodo que contiene una 
proteína de fusión con GFP que sólo se expresa en las cuatro neuronas 


del "tacto" que se encuentran a lo largo del cuerpo. fFuente: Cortesía de » 


Kevin Strange, PhD, and Michael Christensen, PhD, Department of Phar- 
macology, Vanderbilt University Medical Center. ] 


células que expresen el gen de fusión apropiado a un 
nivel suficiente, suponiendo que el gen conserve su 
función y localización normales. Muchas 


Las interacciones proteína-proteína pueden contribuir 
a determinar la función de las proteínas 


La determinación de las interacciones de una proteína 
es clave para definir sus funciones. En el caso de las 
interacciones proteína-proteína, la asociación de una 
proteína de función desconocida con otra de función 
conocida puede sugerir por asociación cuál pueda ser la 
función desconocida. Las técnicas utilizadas en estas 
investigaciones son muy variadas. 


Purificación de complejos proteicos Empleando genote- 
cas de CDNA en las que cada gen está fusionado a un 
epítopo de identificación, es posible precipitar el pro- 
ducto proteico de un gen usando el anticuerpo que se 
une al epítopo, proceso denominado inmunoprecipita- 
ción (Fig. 9-19). Si la proteína marcada se expresa en 
las células, otras proteínas que se unan a ella también 
precipitarán. La identificación de las proteínas asociadas 
puede poner de manifiesto algunas de las interacciones 
proteína-proteína de la proteína marcada, Hay muchas 
variantes de este procedimiento. Por ejemplo, un extrac- 
to celular crudo que expresa una proteína marcada se 
añade a una columna que contiene el anticuerpo inmovi- 
lizado (véase la Fig. 3-17c para una descripción de la 
cromatografía de afinidad). La proteína marcada se une 
al anticuerpo y las proteínas que interaccionan con ella 
a veces también son retenidas por la columna. La cone- 
xión entre la proteína y el identificador se corta con una 
proteasa específica y los complejos proteicos son eluídos 
de la columna y analizados. Estos métodos pueden utili- 
zarse para estudiar las complejas redes de interacciones 
en una célula. En principio, la metodología cromatográ- 
fica para analizar interacciones proteína-proteína puede 
utilizarse con cualquier tipo de etiqueta proteica (marca 
de His, GST, etc.) que pueda ser inmovilizada sobre un 
soporte cromatográfico adecuado. 


La selectividad de este método ha mejorado con el 
uso de etiquetas de purificación por afinidad en 
tándem (TAP). Se unen a la proteína dos etiquetas 
consecutivas y la proteína de fusión se expresa en una 
célula (Fig. 9-20). La primera etiqueta es la proteína A, 
una proteína que se encuentra en la superficie de la 
bacteria Staphylococcus aureus que se une fuerte- 
mente a la inmunoglobulina G (IgG) de mamíferos. La 
segunda etiqueta es, a menudo, un péptido de unión a 
calmodulina. Se hace pasar un extracto crudo que con- 
tiene la proteína de fusión doblemente etiquetada 
(TAP) a través de una columna que contenga un medio 
cromatográfico con los anticuerpos IgG que se unen a la 
proteína A inmovilizados. La mayoría de proteínas celu- 
lares que no se unan pasarán a través de la columna sin 
ser retenidas, pero las proteínas que normalmente inte- 
raccionan con la proteína examinada en la célula serán 
retenidas. A continuación, se corta la primera etiqueta 
de la proteína de fusión con una proteasa muy específi- 
ca, la proteasa TEV, y la proteína de fusión diana acor- 
tada, junto con cualquier proteína que interaccione no 
covalentemente con la proteína examinada, será eluída 
de la columna. El eluyente se hace pasar a través de una 
segunda columna que contiene una matriz con calmo- 
dulina unida que se une a la segunda etiqueta. Al igual 
que antes, las proteínas débilmente unidas pasan a tra- 
vés de la columna sim ser retenidas. Después de cortar 
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FIGURA 9-19 Uso de epítopos de identificación para estudiar inte- 
racciones proteína-proteína. El gen estudiado se clona al lado del gen 
de un epitopo de identificación, y la proteína de fusión resultante se pre- 
cipita con anticuerpos contra e! epítopo. Cualquier otra proteína que 
interaccione con la proteína etiquetada también precipitará, lo que ayuda 
a elucidar interacciones proteina-proteína. 
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la segunda etiqueta, la proteína objeto de estudio se 
eluye junto con sus proteínas asociadas. Los dos pasos 
consecutivos de purificación eliminan cualquier conta- 
minante débilmente unido, minimizándose los falsos 
positivos. Las interacciones entre proteínas que persis- 
tan después de los dos pasos de purificación es probable 
que sean funcionalmente significativas. 


Análisis del doble híbrido en levadura Un elaborado 
método genético para definir interacciones proteí- 
na-proteína se basa en las propiedades de la proteína 
Gal4 (Gal4p; véase la Fig. 28-31), que activa la trans- 
cripción de los genes GAL de levadura (genes que codi- 
fican los enzimas del metabolismo de la galactosa). 
Gal4p tiene dos dominios: uno que se une a una secuen- 
cia de DNA específica y otro que activa la RNA polime- 
rasa que sintetiza MRNA de un gen adyacente. Los dos 
dominios de Gal4p son estables por separado, pero la 
activación de la RNA polimerasa requiere la interacción 
con el dominio de activación que, a su vez, requiere un 
correcto posicionamiento a cargo del dominio de unión 
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FIGURA 9-20 Etiquetas para la purificación por afinidad en tándem 
(TAP). Una proteína etiquetada para TAP y las proteinas asociadas se 
aíslan mediante dos purificaciones por afinidad consecutivas, tal como 
se describe en el texto. 


al DNA. Por lo tanto, los dominios deben estar juntos 
para funcionar correctamente. 

En al análisis del doble híbrido en levadura, las 
regiones que codifican proteína de los genes analizados 
se ligan con la región codificante del dominio de unión a 
DNA o con el dominio de activación de Gal4p, de forma 
que los genes resultantes expresan una serie de proteí- 
nas de fusión (Fig. 9-21). Si una proteína unida al domi- 
nio de unión al DNA interacciona con una proteína unida 
al dominio de activación, se activa la transcripción. El 
gen marcador transcrito como resultado de esta activa- 
ción generalmente codifica una proteína necesaria para 
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FIGURA 9-21 Análisis del doble híbrido en levadura. (a) El objetivo es 
aproximar e dominio de unión a DNA y el dominio de activación de la 
proteína Gal4 de levadura (Gal4p) a través de la interacción de dos pro- 
teínas, X e Y, con las cuales está fusionado uno u otro dominio. Esta 
interacción está acompañada de la expresión de un gen marcador. (b) 
Las dos fusiones génicas se localizan en cepas separadas de levadura, 
que después son apareadas. La mezcla apareada se cultiva en un medio 
que no permita la supervivencia de la levadura a menos que se exprese 
el gen marcador De este modo, todas las colonias supervivientes cont:e- 
nen parejas de proteínas que interaccionan. La secuenciación de las pro- 
teínas de fusión en las células supervivientes revela cuales son las pro- 
teínas que interaccionan. 
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FIGURA 9-22 Fotolitografía para fabricar un microchip de DNA. €) 
Se programa un ordenador con las secuencias de los oligonucleótidos 
deseados. Los grupos reactivos, unidos a una superficie sólida, se 
encuentran inicialmente inactivados por grupos de bloqueo fotoactiva- 
bles, que pueden eliminarse con un destello de luz. @ Una pantaila 
opaca protege de la luz determinados áreas o “puntos” de la superficie, 
evitando su activación, mientras que otros puntos están expuestos. E) 
La superficie se lava con una disolución que contiene un tipo de nucleó- 
tido activado (por ej. A”), Se bloquea el grupo 5'-hidroxilo del nucleótido 
para evitar reacciones no deseadas y el nucleótido queda unido a los 
grupos de la superficie en los puntos apropiados a través del grupo 


el crecimiento o es un enzima que cataliza una reacción 
con un producto coloreado. Por lo tanto, cultivadas en 
un medio apropiado, las células que contienen una pare- 
ja de proteínas que interaccionan se distinguen fácil- 
mente de aquellas que no la contienen. Se puede prepa- 
rar una genoteca con una cepa de levadura determinada 
en la que cada célula contiene un gen fusionado con el 
gen del dominio de unión de DNA de Gal4p; muchos de 
estos genes estarán representados en la genoteca. En 
una segunda cepa de levadura, el gen estudiado se une 
con el gen del dominio de activación de Gal4p. A conti- 
nuación, las cepas de levadura se aparean y la células 
diploides individuales se cultivan hasta obtener colonias. 
Las únicas células que crecen en el medio selectivo, o 
que producen el color apropiado, son aquellas en las 
cuales el gen estudiado se aparea, permitiendo así la 
transcripción del gen marcador. Esto permite un escru- 
tinio a gran escala de proteínas celulares que interaccio- 
nan con la proteína diana. La proteína que interacciona 
que está ligada al dominio de unión al DNA de Gal4p, 
presente en una determinada colonia puede ser fácil- 
mente identificada por secuenciación del gen de la pro- 
teína de fusión. Pueden aparecer algunos falsos positi- 
vos, debido a la formación de complejos multiproteína. 
Todas estas técnicas para determinar la localización 
celular y las interacciones moleculares suministran 
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3'-hidroxilo. La superficie se lava sucesivamente con disoluciones que 
contienen cada uno de los tipos restantes de nucleótido activado (G*, 
C*, TP, Los grupos de bloqueo en 5' de cada nucieótido limitan las reac- 
ciones a la adición de un nucleótido a la vez, y estos grupos también 
pueden eliminarse con luz. Una vez que se ha unido un nucleótido a 
cada punto se puede añadir un segundo nucleótido para extender el olí- 
gonucleótido naciente en cada punto, utilizando pantallas y luz que ase- 
guren que se añaden los nucleótidos correctos a cada punto con ta 
secuencia correcta El proceso continúa hasta finalizar las secuencias 
deseadas sobre cada uno de los millares de puntos del microchip de 
DNA. 


valiosa información sobre la función de las proteínas. 
Sin embargo, no pueden reemplazar a la bioquímica 
clásica. Simplemente, hacen posible una rápida incur- 
sión en nuevos problemas biológicos importantes. En 
combinación con las nuevas técnicas de bioquímica y 
biología molecular en rápida evolución, las técnicas aquí 
descritas están acelerando no sólo el descubrimiento de 
nuevas proteínas sino también de nuevos procesos y 
mecanismos biológicos. 


Los microchips de DNA suministran información sobre 
los patrones de expresión de RNA y otros aspectos 


Importantes mejoras en la tecnología básica de las 
genotecas de DNA, la PCR y la hibridación han becho 
posible, conjuntamente, el desarrollo de los micro- 
chips de DNA, el escrutinio rápido y simultáneo de 
muchos miles de genes. Segmentos de DNA de genes 
de secuencia conocida, de unas pocas docenas a varios 
centenares de pares de bases de longitud, se amplifican 
por PCR y se fijan sobre una superficie sólida, median- 
te dispositivos automáticos que depositan con preci- 
sión algunos nanolitros de una disolución de DNA. 
Millares de gotas que contienen las secuencias proce- 
dentes de un gen particular son depositadas en un 
casillero prediseñado que mide sólo unos pocos centí- 
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metros cuadrados. Una estrategia alternativa que se 
usa cada vez con mayor frecuencia consiste en sinteti- 
zar el DNA directamente sobre la superficie sólida, 
mediante fotolitografía (Fig. 9-22). El chip resultante 
puede incluir secuencias derivadas de cada gen de un 
genoma bacteriano o de levadura o familias selecciona- 
das de genes pertenecientes a genomas de mayor tama- 
ño. Los microchips pueden usarse para examinar los 
mRNA o los cDNA de un determinado tipo celular o de 
un cultivo celular par identificar los genes que se 
expresan en esas Células. 

Un microchip de DNA puede servir para averiguar 
qué genes se expresan en un determinado estadio de 
desarrollo de un organismo o bajo un conjunto dado de 
condiciones ambientales. Por ejemplo, se aísla el mRNA 
total de células en dos estadios diferentes de desarrollo 
y se convierte en cDNA usando transcriptasa inversa. 
Pueden usarse desoxirribonucleótidos marcados con 
fluorescencia para que una de las muestras de cDNA 
emita fluorescencia roja y la otra verde (Fig. 9-23). Se 
mezclan los cDNA de las dos muestras y se usan como 
sondas del microchip. Cada DNA se hibridará solamen- 
te con la zona del microchip que corresponda al gen 
que codifica el mRNA que dio lugar al cDNA.. Las man- 
chas de Muorescencia verde representan los mRNA más 
ahundantes en una fase del desarrollo; las de fluores- 
cencia roja representan MRNA más abundantes en 
otras fases del desarrollo. Si un gen produce mRNA 
igualmente abundante en ambos estadios de desarrollo 
dan fluorescencia amarilla. El uso de una mezcla de dos 
muestras para medir la abundancia relativa de las 
secuencias en lugar de la abundancia absoluta corrige 
las diferencias en las cantidades de DNA depositadas 
originalmente en cada punto del casillero así como 
otras inconsistencias que puedan existir entre los dife- 
rentes puntos del microchip. Los puntos que emiten 
fluorescencia representan una especie de foto instantá- 
nea de todos los genes que se expresan en las células 
en el momento en que fueron recogidas y proporcionan 
una visión de la expresión génica a escala de la totali- 
dad del genoma. En un gen de función desconocida, el 
momento y las circunstancias de su expresión pueden 
proporcionar pistas importantes acerca de su papel en 
la célula. 


La inactivación o la alteración de un gen por CRISPR 
pueden revelar su función 


Una de las maneras más eficaces para entender la fun- 
ción de un gen consiste en modificarlo (mutarlo) o en 
eliminarlo, para después examinar cómo la alteración 
genómica afecta el crecimiento celular o la función. Los 
métodos disponibles para modificar el genoma son cada 
vez más elaborados. Una estrategia muy utilizada con- 
siste en introducir una nucleasa en el interior de una 
célula para generar un corte de doble cadena en un sitio 
funcionalmente crítico del gen elegido. En los eucario- 
tas, este tipo de roturas son reparadas normalmente por 
sistemas celulares que inducen la unión de extremos no 
homólogos (NHEJ), tal como se describe en el Capítulo 
25. NHEJ repara la rotura de doble cadena, pero el pro- 
ceso es impreciso. La frecuente eliminación o incorpo- 
ración de nucleótidos durante la reparación inactiva el 
gen. En las bacterias, las roturas de cadena doble nor- 
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FIGURA 9-23 Experimento con un microchip de DNA. Un microchip 
puede prepararse a partir de cualquier secuencia de DNA conocida y de 
cualquier procedencia. Una vez se ha unido el DNA a un soporte sólido, 
el microchip puede usarse con otros ácidos nucleicos marcados con 
fluorescencia. En este caso, las muestras de MRNA provienen de células 
de una rana en dos estadios diferentes del desarrollo, 


malmente se reparan con mayor precisión por los siste- 
mas de recombinación homóloga (Capítulo 25), pero 
pueden aparecer mutaciones inactivandoras. Se diseña- 
ron varias nucleasas que pueden unirse prácticamente a 
cualquier secuencia, pero el proceso era caro antes de 
la aparición de los sistemas CRISPR/Cas en 2011. 
“CRISPR” es el acrónimo de repeticiones palíndró- 
micas cortas regularmente espaciadas; como su nombre 
indica, estas consisten en una serie de repeticiones 
regularmente espaciadas en el genoma bacteriano. La 
proteína Cas (asociada a CRISPR) es una nucleasa. Las 
secuencias CRISPR y la proteína Cas son componentes 
de un tipo de sistema inmunológico que evolucionó para 
hacer posible la supervivencia de las bacterias frente a 
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las infecciones por bacteriófagos. Las secuencias CRIS- 
PR se encuentran en el genoma bacteriano rodeando 
secuencias derivadas de fagos que anteriormente infec- 
taron a las bacterias sin matarlas. Las secuencias virales 
son, en efecto, las secuencias espaciadoras que separan 
las secuencias CRISPR. Cuando el mismo bacteriófago 
ataca de nuevo a la bacteria, portadora del correspon- 
diente sistema CRISPR/Cas, la secuencia CRISPR y la 
proteína Cas actúan conjuntamente para destruir el 
DNA viral. Primero, las secuencias CRISPR se transcri- 
ben a RNA y las secuencias espaciadoras virales indivi- 
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FIGURA 9-24 El sistema CRISPR/Cas9 para ingeniería genómica. (a) 
Los genes que codifican la proteína Cas9 y el sgRNA se introducen en la 
célula donde se proyecta realizar un cambio genómico dirigido. El seRNA 
posee una región complementaria de la secuencia genómica elegida 
(púrpura), esta región puede ser manipulada para que contenga cual- 
quier secuencia deseada. En la céluia se forma ur complejo de CRISPR 
SgRNA y proteína Cas9, que se une ai sitio elegido en el DNA. La estruc- 
tura del complejo se muestra en (b), En la ruta de la izquierda en (a), 
dos sitios con actividad nucleasa de Cas9 cortan separadamente cada 
hebra del DNA diana, produciendo un corte de doble cadena. El corte de 
doble cadena norma'mente se repara mediante la unión de extremos no 
homóloga, que generalmente elimina o modifica los nucleótidos en el 
sitio de unión. Alternativamente, como se muestra en la ruta de la dere- 
cha, si se inactiva un sitio con actividad nucleasa, Cas9 crea una rotura 
de cadena sencilla en la secuencia diana. En presencia de un fragmento 
de DNA con funciones de dador en la recombinación, idéntico a la 
secuencia diana, pero incorporando el cambio de secuencia deseado 
(fragmento en rojo), la recombinación homóloga puede a veces cambiar 
en el sitio de la rotura para adaptarla a la del DNA dador. [Fuente: PDB 
iD 4UN3, C. Anders et al, Nature 513:569, 2014] 


duales son cortadas para formar productos denomina- 
dos RNA guía (gRNA), que incorporan una cierta 
cantidad del RNA repetitivo adyacente. Un gRNA forma 
un complejo con una o más proteínas Cas y en algunos 
casos con otro RNA, denominado transactivador 
CRISPR RNA o tracrRNA. El complejo resultante se 
une específicamente al DNA, cortándolo y destruyéndo- 
lo sirviéndose de la actividad nucleasa asociada a las 
proteínas Cas. 

La tecnología actual se basa en el descubrimiento 
de un sistema CRISPR/Cas relativamente simple en 
Streptococcus pyrogenes, Este sistema requiere una 
sola proteína Cas para cortar el DNA. El trabajo en 
muchos laboratorios, en particular en el de Jennifer 
Doudna y Emmanuelle Charpentier, ha producido un 
sistema CRISPR/Cas9 simplificado compuesto por una 
sola proteína (Cas9) y de un RNA asociado, formado 
por gRNA y tracrRNA unidos para formar un único 
RNA guía (sgRNA). La secuencia guía se puede alte- 
rar para interaccionar con prácticamente cualquier 
secuencia genómica (Fig. 9-24). Cas9 tiene dos domi- 
nios distintos con actividad nucleasa. : un dominio corta 
la hebra del DNA apareada con el sgRNA, y la otra corta 
la hebra de RNA opuesta. La inactivación de un dominio 
crea un enzima que corta solamente una hebra y que, 
por tanto, genera una rotura de cadena sencilla. El 


SgRNA es necesario tanto para aparearse con la secuen- 
cia diana en el DNA como para activar los dominios con 
actividad nucleasa responsables del corte. 

Los plásmidos que expresan la proteína requerida 
y los componentes de RNA de CRISPR/Cas pueden 
introducirse en las células por electroporación. En las 
células de numerosos organismos el gen diana es inac- 
tivado en entre el 10% y el 50% de las células tratadas. 
Si se necesita un cambio en el genoma (mutación) en 
lugar de una simple inactivación, es posible introducir- 
lo por recombinación cuando un fragmento de DNA, 
conteniendo el sitio de corte y el cambio deseado se 
introduce en la célula con los plásmidos CRISPR/Cas. 
La recombinación es a menudo ineficiente, pero se 
puede mejorar introduciendo un corte de cadena sen- 
cilla en lugar de un corte de cadena doble en el sitio 
diana (Fig. 9-24). 

Nuevas aplicaciones para el CRISPR/Cas van apare- 
ciendo rápidamente. Aunque los usos terapéuticos sean 
todavía lejanos, los desarrollos recientes sugieren su 
posible aplicación en el tratamiento de enfermedades 
genéticas, el HIV y otras muchas dolencias. 


RESUMEN 9.2 Métodos basados en el DNA 
para comprender la función de las proteínas 


E Las proteínas pueden estudiarse a nivel fenotípico, 
celular o de función molecular. 

MM Las genotecas de DNA pueden ser el primer paso 
para muchos tipos de estudios sobre la función de las 
proteínas. 

MM La fusión del gen objeto de estudio con genes que 
codifican la proteína verde fuorescente o un epitopo de 
identificación puede permitir la visualización de la loca- 
lización celular del producto génico, sea directamente o 
por inmunofluorescencia. 

ME Las interacciones de una proteína con otras proteí- 
nas O RNA puede estudiarse con epitopos de identifica- 
ción e inmunoprecipitación o cromatografía de afinidad. 
El análisis del doble híbrido en levadura pone de mani- 
fiesto las interacciones moleculares in vivo. 

Mi Los microchips pueden revelar los patrones de 
expresión de los genes que cambian en función de los 
estímulos celulares, el estadio del desarrollo u otras 
condiciones 

E El sistema CRISPR/Cas es una manera eficaz y eco- 
nómica para inactivar genes o alterar su secuencia con 
el propósito de investigar su función. 


9.3. La genómica y la historia humana 


La automatización del método de secuenciación original 
de Sanger produjo las primeras secuencias genómicas 
completas de especies bacterianas en la década de 
1990. Dos secuencias completas del genoma humano 
fueron completadas en 2001. Una de ellas fue fruto de 
un proyecto público liderado primero por James Watson 
y más tarde por Francis Collins. Un proyecto paralelo de 
carácter privado fue liderado por Craig Venter. Estos 
logros fueron el resultado de un esfuerzo coordinado 
durante más de una década de docenas de laboratorios 
en todo el mundo, pero no fueron sino el principio de la 
que estaba por venir. Con las nuevas tecnologías de 
secuenciación (Capítulo 8), el tiempo requerido para 
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Francis S. Collins 
[Fuente: Alex Wong/ 
Getty Images.] 


J. Craig Venter 
[Fuente: Shawn Thew/ 
Stringer/AFP/Getty Images. ] 


secuenciar un genoma humano se ha reducido de años 
a días. 

El genoma humano es una parte cada vez menor de 
las secuencias disponibles. Los genomas de millares de 
otras especies han sido secuenciados y puestos a públi- 
ca disposición, Se dispone, pues, de un panorama de la 
complejidad genómica a través de los tres dominios de 
los organismos vivos: Bacteria, Arquea y Eukaria 
(Fig. 9-25). Mientras que muchos de los proyectos de 
secuenciación iniciales correspondían a especies 
comúnmente utilizadas en los laboratorios de investiga- 
ción, actualmente incluyen especies de interés práctico, 
médico, agrícola y evolutivo. Se han secuenciado geno- 
mas de todas las familias de bacterias conocidas. Las 
secuencias eucarióticas completadas se cuentan por 
millares. Se han secuenciado millares de genomas" 
humanos individuales, y a medida que el número 
aumenta, la medicina personalizada basada en el geno- 
ma se va haciendo realidad (Recuadro 9-1). Se han 
secuenciado genomas de especies extintas como el 
Homo neardenthalensis y de humanos que vivieron en 
los milenios pasados. Cada secuencia genómica amplia 
las posibilidades dde análisis. Colectivamente, hacen 
posible comparaciones que ponen de manifiesto tanto 
los genes que son únicos de una especie o de un grupo 
de especies. Entre las muchas iniciativas en curso se 
encuentra el cartografiado de genes, la identificación de 
proteínas y genes relacionados con enfermedades, la 
identificación patrones genéticos de interés médico y 
trazar nuestra propia historia colectiva. 


La anotación proporciona una descripción del genoma 


Una secuencia genómica es una sucesión de residuos de 
A, G, T y C, que carece de sentido antes de ser interpre- 
tada. El proceso de anotación del genoma informa de 
la localización y función de los genes y otras secuencias 
críticas. La anotación genómica convierte la secuencia 
en información, que cualquier investigador puede usar 
libremente, y normalmente esta focalizada en el DNA 
genómico que abarca los genes que codifican RNA y 
proteína, el objetivo más común de la investigación. 
Cada nuevo genoma secuenciado contiene muchos 
genes, a menudo 40% o más del total, de los cuales se 
conoce poco o nada. 

Mediante el uso de medios basados en la Web, que 
aplican capacidad de cálculo a la genómica comparada, 
es posible definir localizaciones genómicas y asignar 
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RECUADRO 9-1 MEDICINA 


Medicina genómica personalizada 


| 
| Cuando los gemelos Noah y Alexis Beery nacieron en 
|; California mostraron síntomas que dieron lugar a un 
| diagnóstico de parálisis cerebral. Los tratamientos no 
|, dieron resultados aparentes. Insatisfechos con el diag- 
| nóstico o con el tratamiento, los padres de los gemelos, 
Joe y Letta, llevaron a los gemelos, por aquel entonces 
de 5 años, a ver a un especialista de Michigan, que les 
diagnosticó una rara enfermedad genética denomina- 
| da distonía con respuesta a DOPA. Se prescribió un 
tratamiento que suprimió los síntomas y permitió que 
los gemelos lleyasen una vida normal. Sin embargo, a 
los 12 años, Alexis desarrolló un severo catarro y difi- 
cultades respiratorias que de nuevo pusieron en peli- 
gro su vida. En un episodio, el personal sanitario tuvo 


que reanimarlo dos veces. Los síntomas no parecían 


estar relacionados con la distonia. ¿Sería Noah el 
siguiente? Frustrados y profundamente preocupados, 
los padres de los gemelos solicitaron una secuencia 
genómica completa tanto de Noah como de Alexis. 
Esta iniciativa sin duda poco usual era natural en el 
| caso de la familia Beery. Joe era el responsable de 
| información de Life Technologies, desarrollador de las 
|| tecnologías de secuenciación utilizadas en muchos 
| grandes centros de secuenciación. Los casos de Noah 
|| y Alexis fueron asumidos por Matthew Brainbridge y 
su equipo del Centro de Secuenciación del Genoma 
Humano en el Baylor College of Medicine en Houston, 
Tejas. Los resultados fueron decisivos. Los gemelos 
tenían mutaciones en sus genomas que producían no 
sólo una deficiencia de DOPA, sino también una defi- 
ciencia potencial en la producción de serotonina. Un 
pequeño ajuste de la terapia de Alexis acabó con los 
síntomas que ponían en peligro su vida, y la misma 
| terapia se administró a su hermano. Ambos hermanos 
- llevan ahora una vida normal. 

[| El primer borrador del genoma humano se com- 
| pletó en 2001, después de 12 años, con un coste de 
3.000 millones de dólares. El coste se ha desplomado 
| (Fig. 1) desde entonces, y los nuevos genomas huma- 
| nos completos ya no son una novedad. La meta de 
|| Secuenciar un genoma humano por 1.000 dólares está 
| en el horizonte y augura una amplia difusión de esta 
- tecnología. Puesto que la mayoría de cambios que 
afectan a la salud humana se encuentran en las regio- 
nes que codifican proteínas (una suposición que es 
posible que se ponga en duda en los próximos años), 
una alternativa más barata es secuenciar simplemente 
el 1% del genoma que representa las regiones codifi- 
cantes (exones) de los genes, el exoma. 


AP e 


tentativamente funciones génicas (si es posible) basa- 
das en la similitud con genes estudiados en otros geno- 
mas. El clásico algoritmo BLAST (procedimiento básico 
de búsqueda basado en el alineamiento local) permite 
una rápida búsqueda de todas las bases de datos de las 
secuencias relacionadas con una de referencia y es 
especialmente útil para investigar la función de un gen 


Coste por genoma ($) 


108 

Ley de Moore | 
10? y 
10% 


10? 


10* 


10? à 
2001 2003 2005 2007 2009 201 
FIGURA 1 Desde enero de 2008 el coste de secuenciar el genoma 
humano ha disminuido mucho más rápidamente que el coste de pro- 
cesar datos en ordenadores (ley de Moore). [Fuente: Data from the 
National Human Genome Research Institute, ] 


La primera secuencia del genoma humano procede 
de un genoma haploide, derivado de una mezcla de | 
DNA de diferentes individuos. Esta secuencia fue | 
completada en 2004 y se considera como la secuencia | 
de referencia. Las siguientes secuencias genómicas 
humanas completas, muchas de genomas diploides 

| 


| 


individuales, han demostrado que existe una gran 
variación genética individual. En relación con la 
secuencia de referencia, un humano típico tiene alre- 
dedor de 3,5 millones de SNP (de los cuales un 60% 
son heterocigotos, presentes en sólo uno de los dos 
cromosomas) y unos pocos centenares de miles de ' 
diferencias, consistentes en pequeñas inserciones y | 
deleciones y cambios en el número de copias de las | 
repeticiones. Solamente una pequeña proporción (de 
5.000 a 10.000) de los SNP afectan a las secuencias | 


de aminoácidos de las proteínas codificadas por los 
genes. 

Estas complejidades hacen que, al menos a corto 
plazo, el diagnóstico correcto de una enfermedad 
basado en la secuenciación completa del genoma sea | 
una excepción y no la regla. Sin embargo, pocas dis- | 


| 


ciplinas avanzan con tanta rapidez como la genómica 
humana. El número de casos resueltos favorablemen- || 
te aumenta rápidamente a medida que la tecnología | 
se hace más fácilmente disponible y mejora la capaci- 
dad del análisis genómico para reconocer cambios | 
causales. | 

| 


po | 


en particular. El BLAST es uno de los muchos procedi- 
mientos disponibles en el sitio del NCBI (Centro Nacio- 
nal para la Información Biotecnológica), gestionado por 
los Institutos Nacionales de la Salud y el sitio Ensemble 
cogestionado por el EMBL-EBI y el Instituto Wellcome 
Trust Sanger. Nuevos y más eficientes métodos de 
secuenciación de DNA han propiciado una explosión de 


nuevas secuencias genómicas. Estas están almacenadas 
y pueden consultarse en varios bancos de datos de 
acceso público. Una buena iniciación a estas fuentes 
puede encontrarse en el sitio del Centro Nacional de 
Información biotecnológica (NCBI), www.ncbi.nlm.nih. 
gov), mantenido por los Institutos Nacionales de la 
salud y comantenido por el EMBL-EBI (Laboratorio 
Europeo de Biología Molecular-Instituto Europeo de 
Bioinformática) y el Instituto Wellcome Sanger 

En cada nuevo genoma secuenciado el 40% aproxi- 
madamente que no ha sido caracterizado constituye un 
desafío especial. El esclarecimiento de la función de 
estos elementos genéticos probablemente necesite 


2016 y más allá: genomas personales 

M. primigenius (Mamut lanudo siberiano) 
2015 E. moximus (Elefante asiático) 
H. leucocephalus (Aguila calva) 


— Homínido denisovano 
2013 - P. paniscus (Bonobo) 


H. neanderthalensis (Neandertal, completo) 


2014 


2012 
>2000 genomas bacterianos completos, 
2011 >100 genomas de arquea completos 
- Hombre de Saggaq (Humano de hace 4.000 años, Groenlandia) 
2010 - Z. mays (Maiz) 
- H. neanderthalensis (Neandertal, borrador) 
2009 O. anatinus (ornitorrinco) 
J. Craig Venter (primer individuo humano) 
2008 — Č. familiaris (perro) 
M. mulatta {rhesus macaco ) 
2007 T. vaginalis (protozoo) 
5. purpuratus (erizo de mar) 
2006 — A. mellifera (abeja) 
P. troglodytes (chimpancé) 
2005 
2004 R. norvegicus (rata) 
H. sapiens (humanos; completo) 
2003 M. musculus (ratón) 
| A, gambiae (mosquito) 
2002 - O. sativa L. (arroz) o 
S. pombe (levadura de fisión) 
2001 H. sapiens (humano, borrador) 
A. thaliana (planta) 
2000 D. melanogaster (mosca de la fruta) 
1999 C. elegans (gusano nemátodo) 
1g E. coli (bacteria) 
1997 M. jannaschii (primer arquea) 
S. cerevisioe (levadura en gemación) 
1996 CA i 
M. genitalium (micoplasma; genoma más pequeño} 
1995 H. influenzae (primera bacteria) 
1994 
1993 
1992 
1991 
1990 Inicio de la secuenciación genómica 


1977 MM $X174 (fago ) 


FIGURA 9-25 Cronograma de secuencias genómicas 
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muchas décadas. Muchas de las aproximaciones experi- 
mentales tienen por objeto genes que codifican proteí- 
nas. Un cambio en el patrón de crecimiento o en otras 
propiedades de un organismo a consecuencia de la inac- 
tivación de un gen suministra información sobre la fun- 
ción fenotípica de la proteína producto del gen. Se han 
preparado por ingeniería genética colecciones con genes 
inactivados para diferentes genomas, incluidos los de $. 
cerevisiae y la planta Arabidopsys thaliata. Cada clon 
en la colección de un organismo tiene inactivado un gen 
distinto (excepto en el caso de los genes esenciales para 
la vida en todo momento) y una gran parte están presen- 
tes en el grupo de knockouts. Para un organismo unice- 
lular como la levadura, las colecciones son completas. 
Para organismos pluricelulares complejos como el ratón, 
las colecciones de knockouts se construyen penosamen- 
te a lo largo del tiempo por muchos diferentes grupos de 
investigación, una mutación a la vez. 


El genoma humano contiene muchos tipos de secuencias 


Estas bases de datos en rápido crecimiento no solo ali- 
mentan el progreso en todos los campos de la bioquími- 
ca, también han cambiado la manera de pensar acerca 
de nosotros mismos. 

¿Qué nos dice nuestro genoma y su comparación 
con el de otros organismos? 

Desde un cierto punto de vista, no somos tan com- 
plicados como imaginábamos. Las estimaciones de hace 
unas pocas décadas, que atribuían a los humanos unos 
100.000 genes en los aproximadamente 3,2 x 10* pb del 
genoma humano, han sido sustituidas por el descubri- 
miento que tenemos solamente unos 20.000 genes que 
codifican proteínas, menos del doble de los de la mosca 
de la fruta (13.600 genes), no muchos más que un gusa- 
no nemátodo (20.000 genes) y menos que una planta de 
arroz (38.000 genes). 

En otros aspectos, sin embargo, somos más comple- 
jos de lo que pensábamos. El estudio de la estructura de 
los cromosomas eucarióticos y de las secuencias genómi- 
cas ha revelado que muchos, si no la mayoría, de los 
genes eucarióticos contienen uno o más segmentos inter- 
calados de DNA que no codifican la secuencia de aminoá- 
cidos del producto polipeptídico. Estos insertos no tradu- 
cidos interrumpen la, por otra parte, relación colineal 
entre la secuencia de nucleótidos del gen y la secuencia 
de aminoácidos del polipéptido codificado. Estos seg- 
mentos de DNA no traducido se denominan secuencias 
intercaladas o intrones, y los segmentos codificantes 
se denominan exones (Fig. 9-26). Pocos genes bacte- 
rianos contienen intrones. Los intrones se eliminan del 
transcrito primario de RNA y los exones se empalman 
para general un transcrito que pueda ser traducido sin 
interrupción en un producto proteico (véase el Capítulo 
26). Un exón a menudo (pero no siempre) codifica un 
único dominio de una proteína mayor con más de un 
dominio. Modos alternativos de expresión génica y el 
corte y empalme del RNA permiten la producción de 
varias combinaciones de exones, que dan lugar a la sínte- 
sis de más de una proteína a partir de un único gen. Los 
humanos comparten muchos tipos de dominios proteicos 
con las plantas, los gusanos y las moscas, pero usan estos 
dominios en combinaciones más complejas y por lo tanto 
generan proteínas más complejas. 
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FIGURA 9-26 intrones y exones. Este transcrito de un gen contiene 
cinco exones y cuatro intrones, junto con regiones no traducidas en F y 
en 9' (S'UTR y SUTR). El corte y empalme elimina los intrones para pro- 
ducir un mRNA que pueda traducirse a proteina. 


En los mamíferos y algunos otros eucariotas, el gen 
típico posee una proporción mucho mayor de DNA 
intrónico que de DNA exónico; en la mayor parte de 
casos la función de los intrones no está clara. Sólo alre- 
dedor del 1,5% del DNA humano es “codificante” o 
exónico y contiene información para productos protei- 
cos (Fig. 9-27a). Sin embargo, cuando los intrones, 
que son mucho más grandes, se incluyen en el cómputo, 
la proporción de DNA representada por los genes llega 
al 30% del genoma humano. Investigaciones en curso 
tienen por objetivo clasificar los genes que codifican 
proteína de acuerdo con su función (Fig. 9-27b). 

La relativa escasez de genes en el genoma humano 
deja a una gran cantidad de DNA sin función conocida. 
Mucho del DNA no génico consiste en secuencias repe- 
tidas de diferentes tipos. Tal vez lo más sorprendente 
sea que en torno a la mitad del genoma humano consis- 
ta en secuencias moderadamente repetidas derivadas 
de elementos transponibles, segmentos de DNA de 
unos pocos centenares a varios millares de pares de 
bases de longitud, que pueden moverse de un lugar a 
otro del genoma. Descritos por vez primera vez en el 
maíz por Barbara McClintock, los elementos transponi- 
bles, o transposones, son una especie de parásito 
molecular. Se alojan en los genomas de prácticamente 
todos los organismos con eficiencia y de forma básica- 
mente pasiva. Muchos transposones contienen genes 
que codifican las proteínas que catalizan el propio pro- 
ceso de transposición, como se describe con más detalle 
en los Capítulos 25 y 26. Hay muchas clases de transpo- 
sones en el genoma humano. Algunos son activos y se 
desplazan con baja frecuencia, pero la mayoría son 
inactivos, convertidos en reliquias evolutivas alteradas 
por mutaciones. 

Una vez considerados los genes que codifican pro- 
teínas (incluyendo exones e intrones) y los transposo- 
nes, resta aproximadamente un 25% del DNA total. La 
porción principal de éste consiste en secuencias únicas 
que se encuentran entre los genes que codifican proteí- 
nas. Como se describe en el Capítulo 26, prácticamente 
todos estos segmentos de DNA se transcriben a RNA, al 
menos en algunas células humanas. Continuamente se 
están descubriendo nuevas clases de RNA funcionales, 
codificados por genes cuya existencia no se sospechaba. 
Muchos genes que codifican RNA funcionales son difíci- 
les de identificar por métodos automáticos, especial- 


(a) Genoma humano: tipos de secuencias de DNA 
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(b) Genoma humano: genes que codifican proteínas 
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FIGURA 9-27 Una instantánea del genoma humano. (a) Este dia- 
grama de sectores muestra las proporciones de diversos tipos de 
secuencia en nuestro genoma. Las clases de transposones que represen- 
tan cerca de la mitad del total del DNA genómico se indican con tonos 
de gris. Los retrotransposones LTR son retrotransposones con repeticio- 
nes terminales largas (véanse las Figs 26-36). Los elementos nucleares 
intercalados largos (LINEs)»y los elementos nucleares intercalados cortos 
((SINEs) son clases especiales de transposones especialmente comu- 
nes. (b) Los aproximadamente 25.000 genes que codificar proteinas en 
el genoma humano puecen clasificarse por el tipo ce proteina codifi- 
cada. [Fuente (a) Datos de T.R. Gregory, Nature Rev. Genet 6699, 2005 
(b) Datos de wwwpantherdb.org. ] 


mente cuando sus productos de RNA no han sido carac- 
terizados. Sin embargo, los genes que codifican RNA 
son claramente una característica destacada de estas 
regiones genómicas, por lo demás no exploradas. 

Aproximadamente otro 3% del genoma humano 
consiste en secuencias altamente repetitivas, denomi- 
nadas repeticiones de secuencia sencilla (SSR). 
Generalmente más cortas de 10 pb, una SSR puede 
estar repetida millones de veces por célula y poseer 
importancia funcional identificable en el metabolismo 
celular humano. Los ejemplos más destacados de DNA 
SSR se encuentran en los centrómeros y en los telóme- 
ros (véase el Capítulo 24). Sin embargo, también pue- 
den encontrarse largas repeticiones de secuencia senci- 
lla en todo el genoma. 

¿Qué nos dice toda esta información sobre las simi- 
litudes y las diferencias entre individuos humanos? En 
la población humana hay millones de diferencias de una 
sola base, denominadas polimorfismos de un solo 
nucleótido, o SNP. Cada ser humano difiere de otro en 
aproximadamente 1 par de bases de cada 1.000. Gran 
parte de las diferencias están causadas por SNP, pero se 
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FIGURA 9-28 Identificación de haplotipos. (a) Los polirmmorfismos de 
un solo nucleótido (SNP) pueden identificarse en muestras del genoma 
Los SNP pueden encontrarse en cualquier parte del genoma, con inde- 
pendencia de que formen parte de un gen conocido (b) Los grupos de 
SNP que se encuentran relativamente cercanos en un cromosoma 
(dentro de unas pocas decenas de millares de pares de bases) se com- 
pilan en un haplotipo. Los grupos de SNP variarán en la población 
humana en genera! del mismo modo que en los cuatro individuos ficti- 
cios mostrados en los paneles (a) y (b). Sin embargo, los SNP elegidos 
para definir un haplotipo son, a menudo, los mismos en la mayoría de 
individuos de una determinada población. (c) Los SNP que definen un 


encuentra un amplio abanico de deleciones mayores, 
inserciones y reorganizaciones a pequeña escala en las 
poblaciones humanas. De estas a menudo sutiles dife- 
rencias genéticas procede la diversidad humana de 
todos conocida, diferencias en el color del pelo, en la 
visión, en las alergias, en la talla del pie, e incluso (en 
grado desconocido) en el comportamiento. 

El proceso de recombinación genética y segrega- 
ción cromosómica durante la meiosis tiende a mezclar y 
emparejar estas pequeñas diferencias genéticas, lo que 
hace que se hereden diferentes combinaciones de genes 
(véase el Capítulo 25). Cuando dos de tales diferencias 
genéticas se encuentran en cromosomas diferentes, las 
variantes concretas heredadas por un individuo deter- 
minado son resultado del azar. Si las variantes genéticas 
se encuentran en el mismo cromosoma, la probabilidad 
de que se hereden juntas es inversamente proporcional 
a la distancia que las separa. Los grupos de SNP y otras 
diferencias genéticas que están cerca en el mismo cro- 
mosoma raramente experimentan recombinación y 
normalmente se heredan juntos. Estos agrupamientos 
se conocen como haplotipos. Los haplotipos son bue- 
nos marcadores para ciertas poblaciones humanas y 
para individuos dentro de poblaciones, 

Definir un haplotipo requiere varias etapas. En pri- 
mer lugar, se identifican las posiciones que contienen 
SNP en la población humana en muestras de DNA genó- 
mico de muchos individuos (Fig. 9-28a}. Cada SNP 
puede estar separado del siguiente por muchos miles de 
pares de bases. Segundo, los SNP que se encuentran 
relativamente cerca unos de otros en un cromosoma y 
que, por lo tanto, se heredan juntos se reúnen en haplo- 
tipos (Fig. 9-30b). Cada haplotipo consiste en las bases 
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haplatipo (SNP etiqueta) pueden usarse para simplificar el proceso de 
identificación de un determinado haplotipo (mediante la secuenciación 
de 3 SNP representativos en lugar de un total de 20). Si se secuencian 
los SNP etiqueta, mostrados en rojo claro, los nucleótidos A, T y G, así 
como las tres sucesivas posiciones de los SNP etiqueta pueden ser 
característicos de un lugar del norte de Europa, mientras que los 
nucleótidos G, T y C en estas tres mismas posiciones genómicas 
podrían encontrarse en una población de Asia. Se usan múltiples haplo- 
tipos de este tipo para trazar la prehistoria de las migraciones humanas 
(Fuente. información del international Hap Map Contortium, Nature 
426:789, 2003, Fig. 1.] 


en particular que se encuentran en las diversas posicio- 
nes de los SNP del haplotipo. Finalmente, se eligen SNP 
de identificación, un subconjunto de SNP que definen el 
haplotipo entero, para identificar cada haplotipo de 
manera inequívoca (Fig. 9-28c). La sola secuenciación 
de las posiciones de identificación de las muestras genó- 
micas de las poblaciones humanas permite identificar 
rápidamente los haplotipos presentes en cada indivi- 
duo. En el genoma mitocondrial (que al ser heredado 
exclusivamente por línea materna nunca experimenta 
recombinación meiótica) y en el cromosoma Y en los 
machos (sólo el 3% del cual es homólogo del cromoso- 
ma X, y, por tanto, sujeto a recombinación) se encuen- 
tran haplotipos especialmente estables. 


La secuenciación del genoma suministra información 
sobre aquello que nos hace humanos 

Un propósito primario de la mayoría de proyectos de 
secuenciación consiste en identificar elementos genéti- 
cos conservados de importancia funcional, tales como 
secuencias de exones conservadas, regiones regulado- 
ras y otras características genómicas tales como los 
centrómeros y los telómeros. Uno de los objetivos prin- 
cipales de la secuenciación del genoma humano es la 
identificación de las diferencias entre nuestro genoma y 
el de otros organismos. Aunque el genoma humano está 
estrechamente relacionado con el de otros mamíferos a 
lo largo de grandes segmentos de todos los cromoso- 
mas, diferencias de un pequeño tanto por ciento de los 
miles de millones de pares de bases del genoma equiva- 
len a millones de diferencias genéticas. La identificación 
de estas diferencias utilizando las técnicas de la genómi- 
ca comparada puede revelar las causas de las enferme- 
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dades genéticas humanas y puede ayudar a identificar 
genes, alteraciones genéticas y otras características 
genómicas exclusivas de los humanos y que, por tanto, 
puedan probablemente contribuir a la definición de 
características propias de los humanos tales como nues- 
tro cerebro de gran tamaño, la capacidad lingúística, la 
habilidad para fabricar herramientas o el bipedalismo. 
Las secuencias genómicas de nuestros parientes 
biológicos más próximos, los chimpancés (Pan tro- 
glodytes) y los bonobos (Pan paniscus), ofrecen pistas 
interesantes que pueden ilustrar el proceso comparati- 
vo. Los humanos y los chimpancés compartieron un 
antepasado común hace unos 7 millones de años. Las 
diferencias genómicas entre las dos especies son de dos 
tipos: cambios de pares de bases (SNP) y reorganizacio- 
nes genómicas a mayor escala de muchos tipos. Los 
SNP de las regiones que codifican proteínas a menudo 
dan lugar a cambios de aminoácidos que pueden usarse 
para construir un árbol filogenético (Fig. 9-29a). Seg- 


mentos de cromosomas pueden invertirse durante la ` 


evolución. Los procesos que causan estas inversiones 
son complejos y poco frecuentes, pero el linaje humano 
posee largos segmentos de DNA invertidos (en relación 
con otros primates) debidos a estos procesos en los 
cromosomas 1, 12, 15, 16 y 18. También pueden produ- 
cirse fusiones de cromosomas. En el linaje humano, dos 
cromosomas encontrados en otros linajes de primates 
se han fusionado para formar el cromosoma humano 2 
(Fig. 9-29a). El linaje humano posee, pues, 23 parejas 
de cromosomas en lugar de las 24 típicas de otros pri- 
mates. Una vez que apareció esta fusión en el linaje que 
condujo a los humanos, representaría una importante 
barrera para el cruzamiento con otros primates que no 
la poseyeran. 

Si ignoramos los transposones y los grandes reorde- 
namientos cromosómicos, los genomas publicados del 
chimpancé y humanos difieren sólo en un 1,23% de los 
pares de bases (comparado con el 0,1% de variación de 
un humano a otro). Si además ignoramos los cambios en 
las posiciones donde se encuentran polimorfismos 
conocidos tanto en las poblaciones de chimpancés y 
humanos (éstos difícilmente representan cambios evo- 
lutivos relacionados con la determinación de la espe- 
cie), las diferencias representan alrededor del 1,06%, o 
1 de cada 100 pb. Este pequeño porcentaje representa 
más de 30 millones de cambios de pares de bases, algu- 
nos de los cuales afectan la función proteica y la regula- 
ción génica. Los reordenamientos del genoma que ayu- 
dan a distinguir los chimpancés de los humanos consis- 
ten en 5 millones de cortas inserciones o deleciones de 
unos pocos pares de bases cada una, así como un 
número sustancial de inserciones, deleciones, inversio- 
nes o duplicaciones más largas, que pueden tener 
muchos miles de pares de bases. Cuando se tiene en 
cuenta la inserción de transposones, una importante 
fuente de variación genética, las diferencias entre los 
genomas del chimpancé y los humanos aumentan en 
unos 90 milliones de pb, lo que representa otro 3% de 
estos genomas, De hecho, cada especie tiene segmentos 
de DNA, que representan de 40 a 45 millones de pb, que 
son totalmente únicos de cada genoma en particular, 
con grandes inserciones, duplicaciones y otros reorde- 
namientos que afectan más pares de bases que los cam- 
bios de un solo nucleótido. Por los tanto, la diferencia 
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FIGURA 9-29 Alteraciones genómicas en el linaje humano. (a) Este 
árbol evolutivo se deriva de secuencias del receptor de la progesterona, 
que contribuye a la regulación de muchos aspectos de la reproducción. 
El gen que codifica esta proteína ha sufrido más alteraciones evolutivas 
que la mayoría. Los cambios de amino ácidos asociados exclusivamente 
a humanos, chimpancés y bonobos están indicados con el número de 
residuo al lado de cada rama, (b) Uno de los procesos multietapa que 
pueden desembocar en la inversión de un segmento cromosómico. Un 
gen de un segmento cromosómico se duplica y a continuación se des- 
plaza a otra localización cromosómica por transposición. La recombina- 
ción de los dos segmentos puede provocar a una inversión del DNA 
entre ambos segmentos. (c) Los genes en los cromosomas 2p y 2q del 
chimpancé son homólogos de los que se encuentran en el cromosoma 2 
humano, lo cual implica que los dos cromosomas se unieron en uno solo 
en algún punto de la línea que conduce a los humanos, Las regiones 
homólogas pueden tener la apariencia de bandas, generadas en la meta- 
fase por ciertos colorantes, taal como aquí se muestra. (Fuente (a) 
información de C. Chen. Mol Philogenet Evo! 47 637,2008) 


global entre los chimpancés y los humanos representa 
alrededor del 4% de sus genomas. 

Averiguar cuáles son las diferencias genómicas res- 
ponsables de las características propias de los humanos 
es una tarea titánica. Si las dos especies comparten un 
antepasado común, entonces, suponiendo una veloci- 
dad de evolución similar en ambos linajes, la mitad de 
los cambios representan cambios en el linaje del chim- 
pancé y la otra mitad representan cambios en el linaje 


humano. Cuando se observa una diferencia, ¿cómo se 
puede averiguar qué variante estaba presente en el 
antepasado común? Una manera consiste en comparar 
ambas secuencias genómicas con las de organismos más 
alejados, designados como exogrupos. Supongamos un 
locus X, donde se encuentra una diferencia entre los 
genomas del chimpancé y los humanos (Fig. 9-30). El 
linaje del orangután, un exogrupo, divergió del de los 
chimpancés y los humanos antes del antepasado común 
de los chimpancés y los humanos. Si la secuencia del 
locus X es idéntica en los orangutanes y los chimpancés, 
esla secuencia se encontraba probablemente en el ante- 
pasado de los chimpancés y los humanos, y la secuencia 
humana es específica del linaje humano. Las secuencias 
idénticas en humanos y orangutanes pueden descartar- 
se como candidatas para secuencias genómicas especí- 
ficas de humanos. La importancia de las comparaciones 
con exogrupos estrechamente relacionados ha dado 
lugar a nuevos esfuerzos en la secuenciación de los 
genomas del orangután, macacos y muchas otras espe- 
cies de primates. 

La búsqueda de los fundamentos genéticos de las 
características específicas de los humanos, tales como 
la superior funcionalidad cerebral, puede beneficiarse 
de dos enfoques distintos y complementarios. El prime- 
ro, busca regiones genómicas que presenten cambios 
extremos en relación con otros primates. Entre ellos se 
incluyen múltiples duplicaciones génicas o la adición de 
grandes segmentos genómicos que no están presentes 
en otros primates. El segundo, se centra en genes impli- 
cados en dolencias humanas importantes. En relación 
con la función cerebral, por ejemplo, se examinarían 
genes que, al sufrir mutaciones, contribuyesen a desor- 
denes mentales cognitivos o de otro tipo. 

Es destacable que los análisis del linaje humano no 
hayan detectado un enriquecimiento de los cambios 
genéticos de los genes que codifican proteínas implica- 
das en el desarrollo del cerebro o en su tamaño. En los 
primates, la mayor parte de genes que sólo son funcio- 
nales en el cerebro están incluso más conservados que 
los genes que son funcionales en otros tejidos. Sin 
embargo, se observan algunas diferencias en la expre- 
sión génica. Cuando se examinan los cambios en las 
regiones del genoma relacionadas con la regulación 
génica, los genes implicados en el desarrollo y la nutri- 
ción neurales están afectados de manera desproporcio- 
nada. Diversos genes que codifican RNA, algunos con 
expresión predominante en el cerebro, también mues- 
tran señales de evolución acelerada (Fig. 9-31). Las 
muchas clases de RNA que se están descubriendo 
(véase el Capítulo 26) probablemente cambien de 
manera radical nuestra perspectiva de cómo la evolu- 
ción modifica el funcionamiento de los seres vivos. Es 
cada vez más evidente que puede que no sea tan impor- 
tante qué genes se expresan sino cuándo, dónde y en 
que cuantía se expresan. 


Las comparaciones genómicas ayudan a localizar 
los genes implicados en enfermedades 
El Proyecto del Genoma Humano ha cumplido 
las expectativas en el descubrimiento de genes 
implicados en enfermedades genéticas: más de 1.600 
enfermedades genéticas humanas han sido asociadas a 
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(a) 
Humanos Chimpancé 
---ATTGC --- ---ATGGC--- 
¿Antepasado? 
(b) Orangután 
Humanos Chimpancé (exogrupo) 
CH GenX= cf Genxjo CA Gen xo 
---ATTAL--- ---ATGGO--= --—-ATGEC--- 


Antepasado 


Gen xa 


--- ATGGC --- 


FIGURA 9-30 Determinación de alteraciones de la secuencia exclusi- 
yas de un linaje ancestral. (a) Se comparan las secuencias del mismo 
gen hipotético en humanos y chimpancés. Se desconoce la secuencia de 
este gen en el último antepasado común. (b) El genoma del orangután 
se usa como exogrupo. La secuencia del gen del orangután es idéntica a 
la del gen del chimpancé, Esto significa que la mutación que causa la 
diferencia entre los humanos y los chimpancés tuvo lugar con casi tota! 
seguridad en el linaje que conduce hasta los humanos modernos, y que 
el antepasado común de los humanos y los chimpancés (y los oranguta- 
nes) tenía la secuencia que ahora se encuentra en los chimpancés. 


genes concretos. Mediante el método denominado aná- 
lisis de ligamiento, el gen implicado en una determi- 
nada enfermedad se mapea en relación con polimorfis- 
mos genéticos bien caracterizados que se encuentran al 
lo largo de todo el genoma humano. La búsqueda empie- 
za a menudo con uno o más grupos familiares que inclu- 
yan varios individuos afectados por una enfermedad 
determinada durante varias generaciones. El enfoque 
más común es básicamente un ejercicio de filogenética 
(el estudio de las relaciones evolutivas entre grupos de 
organismos) y se fundamenta sólidamente en conceptos 
derivados de la biología evolutiva. Se puede ilustrar con 
la búsqueda de un gen implicado en la enfermedad de 
Alzheimer. Alrededor del 10% de todos los casos de esta 
enfermedad en Estados Unidos resultan de una predis- 
posición genética. Se han descubierto diversos genes 
que al mutar pueden provocar la aparición temprana de 
la enfermedad de Alzheimer. Uno de estos genes (PS1) 
codifica la proteína presenilina-1, y su descubrimiento 
hizo un uso exhaustivo del análisis de ligamiento. 

Así como los haplotipos se basan en SNP que se 
encuentran cerca unos de otros en un cromosoma, el 
análisis de ligamiento implica la búsqueda de SNP que 
se encuentren cerca del gen estudiado. Esta clase de 
investigaciones se centran en familias afectadas por la 
enfermedad en las que se puedan obtener muestras de 
DNA pertenecientes a individuos de varias generacio- 
nes. Se obtienen muestras de DNA tanto de familiares 
afectados como no afectados. Primero se localiza la 
región asociada con la enfermedad en un cromosoma 
determinado, utilizando grupos (denominados paneles) 
de localizaciones genómicas en las que SNP comunes u 
otras alteraciones genómicas cartografiadas estén pre- 
sentes en una proporción significativa de la población 
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(a) Posición (b) 

locus HAR1F e ri T ry HARIF RNA 

Humanos AGAMMTTACAGCAAMMTHTCANCTGAAATBA TH co foTAGACHMCAMGT Ss 3 

Chimpancé AGAAATTACAGCAATTTATCAACTGAAATTATAGGTGTAGACACATGT A 

Gorita AGAAATTACAGCAATTTATCAACTGAAATTATAGGTGTAGACACATGT G—C 

Orangután AGAAATTACAGCAATTTATCAACTGAAATTATAGGTGTAGACACATGT A =U 

Macaco AGAAATTACAGCAATTTATCABCTGAAATTATAGGTGTAGACACATGT 20 A =U 

Ratón AGAAATTACAGCAATTTATCABCTGAAATTATAGGTGTAGACACATGT | Amy 

Perro AGAAATTACAGCAATTTATCAACTGAAATTATAGGTGTAGACACATGT AC -E 

Vaca AGAAATTACAGCAATTEATCABCTGAAATTATAGGTGTAGACACATGT E: G 4 

Ornitorrinco AMAAATTACAGCAATTTATCA GAAATTATAGGTGTAGACACATGT AT ri G6—C=—H0 100 

Oposum AGAAATTACAGCAATTTATCAACTGAAATTATAGGTGTAGACACATGT As A —Uu 

Polio AGAAATTACAGCAATTTATCAACTGAAATTATAGGTGTAGACACATGT Y- bo-s - z AGA 
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FIGURA 9-31 Evolución acelerada en algunos genes humanos. El locus HARIF 20 Ca ge U c AAAA Y G 

codifica un RNA no codificante, que está muy conservado en los vertebrados. En U AAA 

humanos, el gen HARIF muestra un número inusual de substituciones (coloreadas), A —80 | 

indicativo de evolución acelerada. HARIF RNA funciona en el cerebro durante el neu- SA UÚ q G— K » 

rodesarrollo. (b) La estructura secundaria de HARIF RNA tiene varios lazos aparea- G å ) GG A —U 

dos. Muchos de los cambios de secuencia en gris (aqui y en (a)) son compensato- € B- B A 6 A = ` 

rios en el contexto de la estructura secundaria de este RNA: un cambio en un lado A Do yi / Nk G 

del lazo se compensa por un cambio en el otro lado del lazo que permite el correcto u E E 40 U 

apareamiento. Los cambios no compensatorios están coloreados en rojo. [Fuente: al G +2 70 

Información de T. Marqués-Bonet Annu. Rev. Genomics Human Genet, 10.355, E gô 

2009] GE6 


humana. Por lo tanto, muchos, aunque no todos, los 
humanos presentarán diferencias en la secuencia genó- 
mica en estas localizaciones. Los genotipos de indivi- 
duos con y sin la enfermedad se comparan, con aten- 
ción particular a los familiares cercanos, utilizando un 
panel que incluye varios loci de SNP bien caracterizados 
en cada cromosoma. En la enfermedad de Alzheimer, 
dos de los muchos árboles genealógicos utilizados para 
buscar este gen a principios de la década de 1990 se 
muestran en la Figura 9-32a. Mediante estos árboles 
genealógicos se buscan las variantes de los SNP que se 
heredan con el mismo o muy semejante patrón que el 
gen causante de la enfermedad. El gen responsable 
puede localizarse gradualmente hasta llegar a un único 
cromosoma, siempre que la herencia de las variantes 
particulares de los SNP en este cromosoma sea una 
imagen fiel de la herencia de la enfermedad. Una locali- 
zación más detallada en el cromosoma de un gen cau- 
sante de una enfermedad depende de métodos estadís- 
ticos que permitan correlacionar la herencia de polimor- 
fismos adicionales más cercanos con la presencia de la 
enfermedad. El método se centra en un panel de poli- 
morfismos más denso que se sabe que se encuentran en 
el cromosoma de interés. Cuanto más cerca se encuen- 
tre un marcador del gen de una enfermedad, más pro- 
bable será que se herede junto con él. Este proceso 
puede indicar la región del cromosoma que contiene el 
gen. En este ejemplo de la enfermedad de Alzheimer, el 
análisis de ligamiento mostró que el gen causante de la 
enfermedad se encontraba cerca del locus del SNP 
denominado D14543 (Fig. 9-34c). 

Los últimos pasos de la búsqueda de un gen de una 
enfermedad recurren, de nuevo, a las bases de datos del 
genoma humano. Se examina la región que contiene el 
gen y se identifican los genes que contiene. Se secuen- 
cia el DNA de muchos individuos a lo largo de esta 
región, algunos que sufren la enfermedad y otros no. 
Este proceso conduce gradualmente, con el aumento 
dei número de individuos analizados, a la identificación 


de variantes del gen presentes sistemáticamente en 
individuos enfermos y ausentes en individuos sanos. La 
comprensión de la función de los genes en la región 
estudiada puede facilitar la búsqueda ya que determina- 
das rutas metabólicas pueden producir la enfermedad 
con mayor probabilidad que otras. En 1995, el gen del 
cromosoma 14 asociado con la enfermedad de Alzhei- 
mer fue identificado como el gen S182. Al producto de 
este gen se le dio el nombre de presenilina-1, y el propio 
gen fue renombrado como PS]. 

Más complejos son los casos en que una enferme- 
dad es causada por la presencia de mutaciones en dos 
genes distintos (ninguno de los cuales por sí solo provo- 
ca la enfermedad) o cuando una determinada enferme- 
dad resulta agravada por una mutación, por lo demás 
inocua, en otro gen. La identificación de los genes y de 
las mutaciones responsables de tales enfermedades 
digénicas es extremadamente difícil A veces, sólo es 
posible documentar estas enfermedades en poblaciones 
pequeñas, aisladas y altamente consanguíneas. 

Las bases de datos del genoma ofrecen vías alterna- 
tivas para la identificación de genes asociados a enfer- 
medades, especialmente cuando se dispone de informa- 
ción bioquímica sobre la enfermedad. En la enfermedad 
de Alzheimer, la acumulación de la ¡2-proteína amiloide 
en los córtex límbico y de asociación del cerebro es 
responsable, al menos en parte, de los síntomas. Los 
defectos de la presenilina-1 (y una proteína relacionada, 
presenilina-2, codificada por un gen del cromosoma 1) 
provocan elevados niveles corticales de ¡proteína ami- 
loide. Bases de datos especializadas catalogan esta 
información funcional sobre los productos proteicos de 
los genes y sobre las redes de interacciones de las pro- 
teínas, la situación de los SNP y otros datos, y procuran 
una vía rápida para la identificación de genes candida- 
tos para una determinada enfermedad. El conocimiento 
de los tipos de enzimas u otras proteínas que probable- 
mente contribuyen a una enfermedad permite usar 
estas bases de datos para generar una lista de genes de 
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FIGURA 9-32 El análisis de ligamiento en el descubrimiento de genes 


de enfermedades. (a) 22:03 212123 gensalógicos de dos familias afec- 
azar gar E SmÍermeczl 22 21102 mer de aparición temprana se basan 
žr ab 13103 uzon ir 2 momento del estudio. Los símbolos rojos 
pragai J3 Nay cuo zisciados: la barras indican los fallecimientos 


escués gei estudio. E} número encima de cada sim- 

z zel ngiwiduo en e. momento del estudio o en el 
2 2 muere (ndicado con una D). Para proteger la privacidad 
zmc ze indica el género. (b) El cromosoma 14, con bandas 
cor certos colorantes. Las posiciones de los marcadores cro- 
cam). czs 3e muestran a la derecha, con la distancia genética entre 


proteínas con funciones relevantes, genes adicionales 
no caracterizados con relaciones ortólogas o parálogas 
con los genes de la lista, una lista de proteínas que inte- 
raccionan con las proteínas diana o con los ortólogos de 
otros organismos o para mapear la posición de los 
genes. Con datos de árboles genealógicos selecciona- 
dos, a menudo se puede elaborar rápidamente una lista 
de genes potencialmente relevantes. 

Estos enfoques no están limitados a las enfermeda- 
des humanas. Se pueden usar los mismos métodos para 
identificar los genes implicados en enfermedades, o 
genes que producen características deseables, en otros 
animales y en las plantas. $ 


Hacia el centrómero 


1Mb 
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ellos expresada en centimorgans, que reflejan la frecuencia de recombi- 
nación entre ellos. TCRD (receptor delta de las células T) y P7 (AACT 
(al -antiquimotripsina)) son genes con alteraciones en la población 
humana que se usaron como marcadores, junto con los SNP, en el carto- 
grafiado cromosómico. (c) La comparación de los DNA de miembros 
afectados y no afectados de la familia, permitió finalmente definir una 
región de interés cerca del marcador D14543, que contiene 19 genes 
expresados. El gen denominado $182 (rojo) codifica la presenilina-1. 
(IMb=106 pares de bases). [Fuentes: (a, b) Información de G D. Sche- 
llenberg et al. Science 258:668, 1992. (c). Información de R.Sherrington 
et al. Nature 375:754, 1995.] 


Las secuencias genómicas iluminan nuestro pasado 
y ofrecen oportunidades de futuro 


Hace unos 70.000 años, un pequeño grupo de humanos 
en África se dirigieron a Asia a través del Mar Rojo. 
Estimulados por una innovación en la construcción de 
pequeños botes, o impulsados por conflictos o por el 
hambre, o simplemente por curiosidad cruzaron la 
barrera del agua. La colonización inicial, que constaba 
tal vez de 1.000 individuos, inició un periplo que no se 
detuvo hasta que los humanos alcanzaron la Tierra de 
Fuego (en el extremo sur de Sudamérica) muchos miles 
de años más tarde. En el curso de este proceso, la 
población establecida, procedente de una previa expan- 
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sión de los homínidos en Eurasia, incluyendo el Homo 
neanderthalensis, fue desplazada. Los neandertales 
desaparecieron, del mismo modo que el Homo erectus 
y otros linajes de homínidos habían desaparecido antes 
que ellos. 

La historia de cómo los humanos modernos apare- 
cieron por primera vez en África hace unos pocos cen- 
tenares de miles de años y de sus migraciones fuera de 
África está escrita en nuestro DNA. Gracias al uso de 
secuencias genómicas de muchas especies, se ha podido 
estudiar con mayor precisión la evolución de los prima- 
tes y de los homínidos. Aprovechando los haplotipos de 
las poblaciones actuales se pueden seguir las migracio- 
nes de nuestros intrépidos antepasados alrededor del 
planeta (Fig. 9-33a). Los Neandertales no fueron sim- 
plemente desplazados. Hubo una cierta mezcla (Fig. 
9-33b). Gracias al uso de métodos sensibles basados en 
la PCR, actualmente se dispone de la secuencia casi 


FIGURA 9-33 Las rutas de las migraciones humanas. (a) Cuando una 
pequeña parte de una población humana se separa de un grupo mayor 
lleva consigo sólo una parte de la diversidad genética global. Por lo tanto 
algunos haplotipos están presentes en el grupo que ha migrado, pero 
muchos no lo están Al mismo tiempo, las mutaciones pueden crear nue- 
vos haplotipos con el tiempo. Este mapa fue generado a partir de un análi- 
sis de los marcadores genéticos cel cromosoma Y (haplotipos establecicos 
con números M o LLY). Las muestras geréticas fueron tomadas de pobla- 
ciones indígenas establecidas cesde mucho tiempo atrás en puntos geo- 
gráficos a lo largo de las rutas indicadas Los haplotipos que aparecen de 
improviso a lo ¡argo de la ruta migratoria, como resultado de cambios nue- 
vos (mutaciones) en determinadas localizaciores genómicas de SNP de 
ciertas poblaciones aisladas se denominan “acontecimientos fundadores”, 
Estos permiten trazar las migraciones a parti” de este punto, puesto que 
otras poblaciones que poseen el nuevo haplotipo probablemente sean des- 
cendientes de la población fundadora. La abreviación KYA significa "hace 
miles de años”. (b) Las migraciones humanas finalmente desplazaron 
varios grupos de homínidos estrechamente relacionados, pero no antes de 
que se hubiese producido un cierto grado de mezc!a. Este árbol muestra ell 
flujo genético documentado a partir de secuencias genómicas detalladas 
de humanos antiguos y modernos, así como de Neardentales y Denisova- 
nos. En todos los hurnanos antiguos con herencia eurásica se detecta DNA 
de un grupo desconocido de neardentales (A) La transferencia de DNA 
desde un antepasado desconocido a la línea de los denisovanos (B) contri- 
buyó a los antepasados de los individuos actuales nativos de Australia y las 
islas del Pacífico (Oceanía). [Fuentes: (a) Información de G. Stix, Sci. Am. 
299 (July:56, 2008. (b) Información de $. Pääbo, Cel! 157:216, 2014. ] 


completa del genoma de los neandertales (Recua- 
dro 9-2). Sabemos que alrededor del 5% de los genomas 
humanos no africanos procede de los neandertales. 
Algunas poblaciones humanas también adquirieron 
DNA genómico de un grupo recientemente descubierto, 
los denisovanos. El DNA de los neandertales proporcio- 
nó a los humanos un sistema inmunológico más comple- 
jo, que nos hizo más resistentes a las infeceiones, pero 
también un poco más susceptibles a las enfermedades 
autoinmunes. La historia de nuestro pasado está toman- 
do forma paulatinamente, a medida que se completan 
más genomas humanos, de aquellos que viven hoy y de 
aquellos que vivieron en los pasados milenios. 

Las posibilidades médicas ofrecidas por las secuen- 
cias genómicas personalizadas se amplían a medida que 
se descubren más genes implicados en enfermedades 
hereditarias. El conocimiento de las secuencias genómi- 
cas también ofrece la posibilidad de alterarlas. En la 


actualidad es habitual manipular las secuencias de DNA 
de organismos que van de las bacterias y las levaduras a 
las plantas y los mamíferos para la investigación y con 
propósitos comerciales. Los esfuerzos dirigidos a curar 
enfermedades humanas heredadas mediante terapia 
génica todavía no han mostrado todo su potencial, pero 
las tecnologías para la introducción de genes mejoran 
constantemente. Pocas disciplinas científicas afectarán 


RECUADRO 9-2 MEDICINA 


| Los humanos modernos y los neandertales coexistieron 
| en Europa y Asia hasta hace sólo unos 30.000 años. Las 
poblaciones ancestrales de los humanos y neandertales 
divergieron hace unos 370.000 años, antes de la apari- 
ción de los humanos anatómicamente modernos. Los 
neandertales usaban herramientas, vivían en pequeños 
grupos y enterraban a sus muertos. Los neandertales 
son los homínidos conocidos más cercanos de los 
humanos modernos. Durante centenares de miles de 
años habitaron extensas regiones de Europa y Asia 
occidental (Fig. 1). Si el genoma del chimpancé puede 
|| decirnos algo acerca de qué es un ser humano, es posi- 
| ble que el genoma del neandertal pueda decirnos toda- 
vía más. Ocultos en los huesos y los restos recuperados 


de sepulturas se encuentran fragmentos del DNA genó- 
mico del neandertal. Las tecnologías desarrolladas para 
los estudios forenses (véase el Recuadro 9-1) y para el 
|. estudio del DNA antiguo se han comhinado para imiciar 
|. el proyecto genoma del neandertal. 

| Este empeño es distinto de los proyectos genoma de 
| especies existentes. El DNA de neandertal se encuentra 


en pequeñas cantidades y está contaminado con DNA de 
otros animales y de bacterias. ¿Cómo se consigue y cómo 
se puede estar seguro de que las secuencias realmente 
proceden de neandertales? Las respuestas provienen de 
novedosas aplicaciones de la biotecnología. En esencia, 
las pequeñas cantidades de fragmentos de DNA encon- 
trados en un hueso de neandertal u otros restos se clo- 


nn i 


FIGURA 1 Los neandertales ocuparon 
buena parte de Europa y Asia occidental 
hasta hace unos 30.000 años. Se mues- 
tran los principales yacimientos arqueoló- 
gicos de neandertales. (Obsérvese que el 
f grupo fue nombrado por el yacimiento en 
Neanderthal en Alemania). 
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más el futuro de nuestra especie que la genómica 
moderna. 


RESUMEN 9.3 La genómica y la historia humana 


E Alrededor del 30% del DNA del genoma humano se 
encuentra en exones e intrones de genes que codifican 
proteínas. Cerca de la mitad del DNA procede de trans- 


Los parientes más próximos de la humanidad 


nan en una genoteca y los fragmentos de DNA clonados 
se secuencian al azar, contaminantes incluidos. Los | 
resultados. de la secuenciación se comparan con las 
secuencias de los genomas humano y del chimpancé ya | 
existentes. Los segmentos procedentes del DNA del 
neandertal se distinguen fácilmente de los segmentos | 
procedentes de bacterias o insectos por análisis compu- | 
tacional, porque tienen secuencias estrechamente rela- 
cionadas con el DNA humano o del chimpancé. Una vez 
secuenciada una colección de segmentos de DNA de 
neandertal, éstos pueden usarse para identificar secuen- 
cias en muestras antiguas que se solapen con estos 
fragmentos conocidos. 

El problema potencial de la contaminación con el 
DNA estrechamente relacionado de los humanos 
modernos puede controlarse examinando el DNA 
mitocondrial. Las poblaciones humanas poseen haplo- 
tipos (conjuntos característicos de diferencias genó- 
micas; véase la Fig. 9-30) fácilmente identificables en 
su DNA mitocondrial. El análisis de muestras de nean- | 
dertales ha mostrado que el DNA mitocondrial de los 
neandertales posee sus propios haplotipos. La presen- | 
cia en las muestras de neandertales de algunas dife- | 
rencias de pares de bases, que se encuentran en la 
base de datos del chimpancé pero no en la base de | 
datos de los humanos constituye una evidencia adicio- 
nal a favor de que tengamos entre manos secuencias 
de homínidos no humanos. 
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La coronación de este esfuerzo estimulante está 
|| cerca. El borrador de la secuencia de genoma de los 
|| neandertales publicado a principios de 2009 cubría 
| más del 60 % de las secuencias genómicas. La secuen- 

cla completa requerirá un pequeño esfuerzo adicional. 

Los resultados indican que los humanos modernos y 
|| los neandertales que fueron la fuente de este DNA 
compartieron un antepasado común hace unos 


700.000 años. El análisis del DNA mitocondrial sugie- 
re que los dos grupos continuaron en la misma línea, 
con algún flujo genético entre ellos, durante 300.000 
| años más. Las líneas se separaron con la aparición de 
los humanos anatómicamente modernos, aunque 
|| ahora hay pruebas a favor de cierto intercambio entre 
las líneas algo más tarde. 

Las genotecas ampliadas de DNA de neandertales 
procedente de diferentes conjuntos de restos debería 
permitir finalmente un análisis de la diversidad gené- 
tica de los neandertales, y tal vez de sus migraciones, 
que nos permitiría una mirada fascinante sobre nues- 

tro pasado como homínidos. 


FIGURA 2 Este cronograma muestra la divergencia de las secuen- 
cias genómicas de hurnanos y neandertales (líneas negras ) y de 
poblaciones ancestrales de humanos y neandertales (recuadro amari- 
llo). Los datos genómicos están a favor de una cierta mezcla de 
poblaciones hasta alrededor de hace 45.000 años. Los momentos 
destacados de la evolución humana están indicados. 
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posones parásitos. Buena parte del resto codifica RNA 
de muchos tipos. Los centrómeros y los telómeros con- 
tienen repeticiones de secuencia sencilla. 

M Las alteraciones génicas propias del ser humano 
pueden determinarse mediante genómica comparada 
usando otros primates. 

E La genómica comparada se usa para localizar las 
alteraciones génicas que determinan las enfermedades 
hereditarias y también puede usarse para estudiar la 
evolución y la migración de nuestros antepasados 
humanos a lo lago de milenios. 


E Términos Clave 
Todos los términos en negrita están definidos en el glosario. 


Genoma 319 Tecnología del DNA 
Genómica 319 recombinante 320 
biología de sistemas 319 ingeniería genética 320 
clonación 320 endonucleasas 

vector 320 de restricción 321 
DNA recombinante 320 DNA ligasas 321 


Humanos 
modernos 


Datos 
genómicos 


Neandertales ~8 ka 
- Pe” Restos más recientes 


....- Primeros humanos 


Los parientes más próximos de la humanidad (Continuación) 


! de neandertales 

ı -41ka 

-~ Primeros humanos 
modernos en Europa 


”195 ka 


anatómicamente | 
modernos 


-370 ka 


aa Divergencia de las 


poblaciones de 
humanos y neandertales 
ancestrales 


-706 ka 


e a Tiempo de coalescencia 


Linaje evolutivo de las secuencias 


de las secuencias de 
referencia de humanos 
y neandertales 


de referencia de humanos y neandertales 


plásmido 324 
cromosoma artificial 

bacteriano (BAC) 325 
cromosoma artificial 

de levadura (YAC) 326 
vector de expresión 328 
baculovirus 329 
bacmido 329 
mutagénesis específica 

de sitio 330 
proteína de fusión 331 
etiqueta 331 
PCR cuantitativa 

(qPCR) 333 
genoteca de DNA 334 
genoteca genómica 334 
DNA complementario 

(cDNA) 335 


A sl 


Genoteca de cDNA 335 
genómica comparada 335 
ortólogos 335 
parálogos 335 
sintenia 335 
epítopo de 
identificación 336 
análisis del dobie híbrido 
en levadura 339 
chip de DNA 340 
CRISPR/Cas 342 
RNA guía (gRNA) 342 
RNA CRISPR transactiva- 
dor (tracrRNA) 342 
anotación del genoma 343 


polimorfismos de un solo 
nucleótido (SNP) 346 
haplotipo 347 


E Problemas 


1. Manipulación de DNA clonado Al unir dos o más frag- 
mentos de DNA la secuencia en el lugar de unión se puede 
diseñar de muchas formas, como muestran los siguientes ejer- 
cicios. 

(a) Dibuje la estructura de cada extremo de un fragmento 
de DNA lineal producido por digestión con EcoRI (mcluyendo 
las secuencias remanentes de la secuencia de reconocimiento 
de EcoRI). 

(b) Dibuje la estructura resultante de la reacción de la 
DNA polimerasa I con el extremo de esta secuencia en presen- 
cia de los cuatro desoxinucleósidos trifosfato (véase la Fig. 
8-34). 

(c) Escriba la secuencia de la unión que resulta si se ligan 
dos extremos con la estructura derivada de (b) (véase la Fig. 
25-16). 

(d) Dibuje la estructura resultante si la estructura deri- 
vada de (a) se trata con una nucleasa que sólo degrade DNA 
monohebra. 

(e) Escriba la secuencia producida en la zona de unión si 
un extremo con la estructura (b) se liga con un extremo con la 
estructura (d). 

(Ð Dibuje la estructura de un extremo de un fragmento de 
DNA lineal producido por digestión con Pvull (incluyendo las 
secuencias remanentes de la secuencia de reconocimento de 
PvulD. 

(g) Escriba la secuencia producida en la zona de unión si 
un extremo con la estructura (b) se liga con un extremo con la 
estructura (f). 

(h) Suponga que se puede sintetizar un fragmento corto 
de DNA dúplex de cualquier secuencia deseada. Con este frag- 
mento sintético y con los procedimientos descritos de (a) a 
(g), diseñe un protocolo para eliminar el sitio de restricción 
para EcoRI de una molécula de DNA e introducir un nuevo si- 
tio de restricción para BamHI en una localización próxima 
(véase la Fig. 9-2). 

(i) Diseñe cuatro fragmentos cortos de DNA sintético de 
doble cadena que permitan la ligación de la estructura (a) con 
un fragmento de DNA producido por una digestión con Pstl. 
En uno de estos fragmentos sintéticos, diseñe la secuencia de 
manera que la unión final contenga las secuencias de recono- 
cimiento tanto para EcoRI como para PstI. En el segundo y 
tercer fragmentos, diseñe la secuencia de tal modo que la 
unión contenga sólo la secuencia de reconocimiento para 
EcoRI o sólo para Pstl. Diseñe la secuencia del cuarto frag- 
mento de tal modo que en la región de unión no aparezca ni la 
secuencia para EcoRi ni la de PstI. 


2. Selección de plásmidos recombinantes Cuando se 
clona un fragmento de DNA foráneo en un plásmido, en gene- 
ral es útil insertar el fragmento en un sitio que interrumpa un 
marcador seleccionable (tal como el gen de resistencia a la 
tetraciclina de pBR322). La pérdida de la función del gen Mm- 
termmmpido se puede aprovechar para identificar clones que 
contengan plásmidos recombinantes con DNA foráneo. Con el 
bacteriófago A como vector este criterio de selección es inne- 
cesario; no obstante, los vectores que han incorporado gran- 
des fragmentos de DNA se distinguen fácilmente de los que 
no lo han hecho. ¿Cómo se identifican estos vectores recom- 
binantes? 


3. Clonación de DNA El vector de clonación plasmídico 
pBR322 (véase la Fig. 9-3) se corta con la endonucleasa de 
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restricción PstI. Un fragmento de DNA aislado de un genoma 
eucariótico (también producido por corte con PstI) se mezcla 
y se liga con el vector así preparado. A continuación, la mezcla 
de DNA ligados se usa para transformar bacterias, y aquellas 
que contienen plásmidos se seleccionan por crecimiento en 
presencia de tetraciclina. 

(a) Además de los plásmidos recombinantes deseados, 
¿Qué otros tipos de plásmidos resistentes a la tetraciclina se 
pueden encontrar en las bacterias transformadas resistentes a 
la tetraciclina? ¿Cómo pueden distinguirse los diferentes tipos? 

(b) El fragmento de DNA clonado tiene una longitud de 
1.000 pb y tiene un sitio de restricción para EcoRI a 250 pb de 
uno de los extremos. Tres plásmidos recombinantes diferentes 
cortados con EcoRI y analizados por electroforesis en gel die- 
ron los patrones mostrados en la figura. ¿Qué información 
puede obtenerse sobre el DNA clonado a partir de cada patrón” 
Observe que en el pBR322 los sitios de restricción para Pstl y 
EcoRI se encuentran separados por 750 pb. El plásmido entero 
sin inserto tiene 4.361 pb. Se mdica el número de nucleótidos 
de los fragmentos del marcador de tamaño en el carril 4. 

1 2 |] 3 [ | 4 I Longitud 


en nucleótidos 


EP | 
m | 5.000 
dd | 
m pa. | 3.000 
z | 
$ | 
E | 
2 | 
| A sma | 1500 
| a es | 1.000 
sa | 750 
Oo | 500 
su | 250 
PERA AA | 


4. Enzimas de restricción La secuencia parcial de una de 
las cadenas de una molécula de DNA de doble cadena es 


- - GACGAAGTGOCTGCAGAAAGTOCCGOGTTATAGGCAT 
TTCCTGAGG ---3' 


Los sitios de corte para los enzimas de restricción EcoRI y Pstl 
se muestran a continuación 


UI | Pstl 
(6)GAATTC (3) 
CTTAAG 
ai 


| 
G6)CTGCAG() 
GACOTO 


Escriba las secuencias de ambas cadenas del fragmento 
de DNA que resultan del corte del DNA con EcoRI y PstI. La 
cadena superior del dúplex debería derivar de la secuencia de 
la cadena mostrada arriba. 


5. Diseño de un ensayo para el diagnóstico de 

una enfermedad genética La enfermedad de Hun- 
tington (EH) es una dolencia neurodegenerativa hereditaria, 
caracterizada por la pérdida gradual e irreversible de las fun- 
ciones psicológicas, motoras y cognitivas. Los síntomas gene- 
ralmente hacen su aparición en la madurez, pero pueden 
presentarse prácticamente a cualquier edad. El curso de la 
enfermedad puede prolongarse de 15 a 20 años. Las bases 
moleculares de la enfermedad son cada vez mejor comprendi- 
das. La mutación genética causante de la EH ha sido localizada 
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en un gen que codifica una proteína (Mr 350.000), cuya fun- 
ción es desconocida. En individuos que no desarrollarán la 
enfermedad, se encuentra una serie de 6 a 39 codones CAG 
(para la glutamina), repetidos en tándem en la región que co- 
difica el amino-terminal de la proteína. En los individuos en los 
que aparece la EH en la madurez este codón está repetido ge- 
neralmente de 40 a 55 veces. En los casos de aparición en la 
infancia, este codón está repetido más de 70 veces. La longitud 
de la repetición del trinucleótido indica si un individuo desa- 
rrollará la enfermedad y aproximadamente a qué edad apare- 
cerán los primeros síntomas. 

A continuación se muestra una pequeña porción de la se- 
cuencia codificante amino terminal del gen de 3.143 codones 
del gen EH. La secuencia de nucleótidos del DNA se muestra 
en negro, la secuencia de aminoácidos del gen en azul y la re- 
petición de CAG está sombreada. Con ayuda de la Figura 27-7 
para traducir el código genético, proponga un análisis basado 
en la PCR para el diagnóstico de la EH, que pudiera realizarse 
con una muestra de sangre. Suponga que el cebador para la 
PCR tenga 25 nucleótidos. Por convención, salvo indicación 
contraria, las secuencias codificantes de proteína se represen- 
tan con la hebra codificante (la secuencia idéntica al MRNA 
transcrito a partir del gen) arriba, de modo que se lea de 5' a 
3', de izquierda a derecha. 


307 ATGGOGACCOTGGAAAAGOTGATGAAGGOCTTOGAGTOCCTCAAGTCCTTC 
IO MA TLEXDLDIARK A PTPEDOIL EN SS) F 


358 CACCAGTTCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAG 
18 Q 4 F QQAOAQeUXÉÍGIOCOOIOGOQOQO 


409 CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCA ACAGCOGOCACOGOOGOOGCOGCOOGOCG 
HQ 944 Q4Q0949Q99qbPEe rr rPARP? P 


460 COGCCTOCTCAGCTTCCTCAGOCGCOGOCG 
52 P PPQLPQEPPDP 


Fuente: The Huntingtor's Disease Collaborative Research Group, Cell 72:971, 
1993, 


6. Aplicación de la PCR a la detección de moléculas de 
DNA circulares Ocasionalmente se deleciona un segmento 
de DNA genómico de un protozoo ciliado. La deleción es una 
reacción programada genéticamente, asociada al aparea- 
miento celular. Es posible que la delecián resulte de un tipo de 
recombinación denominada recombinación específica de sitio 
en la que se empalman los dos extremos del DNA y el DNA 
delecionado origina un producto circular. 


DE 
DES 


Sugiera de qué modo puede usarse la reacción en cadena 
de la polimerasa (PCR) para detectar la presencia de la forma 
circular del DNA delecionado en un extracto del protista. 


7. Plantas luminosas Una planta modificada para expresar 
la proteína verde fluorescente plantada en tierra de jardín y 
regada normalmente brillará en la oscuridad (véase la Fig. 
9-16), mientras que una planta modificada para expresar la 
luciferasa de luciérnaga no lo hará (Fig. 8-36). Explique estas 
observaciones. 


8. Cartografiado de un segmento cromosómico Se aísla 
un grupo de clones solapados, designados de A a F, de una 
región de un cromosoma, Se corta cada uno de los clones por 
separado con un enzima de restricción y los trozos se separan 
por electroforesis en gel de agarosa, con los resultados que se 


muestran abajo en la figura. En esta región cromosómica hay 
nueve fragmentos de restricción distintos, una parte de los 
cuales está presente en cada clon. A partir de esta informa- 
ción, deduzca el orden de los fragmentos de restricción en el 
cromosoma, 


Clones pu a 
els eflc ¡EEE pf lel 
= S 1 Nueve 
- - == 2 fragmentos 
4 de restricción 
— a r Eea L 4 | 
as -æ e L5 


Electroforesis 


9. Inmunofluorescencia En el protocolo más común para ia 
detección de proteínas celulares por inmunofluorescencia se 
usan dos anticuerpos. El primero se une específicamente a la 
proteína buscada. El segundo se marca con fluoróforos para 
permitir su visualización, y se une al segundo anticuerpo. En 
principio se podría simplemente marcar el primer anticuerpo y 
eliminar un paso. ¿Por qué se usan dos anticuerpos sucesiva- 
mente? 


10. El análisis del doble híbrido de levadura Se ha des- 
cubierto una nueva proteína en un hongo. Diseñe un experi- 
mento de doble híbrido en levadura para identificar otras 
proteínas de la célula fúngica que interaccionen con la pro- 
tema estudiada y explique de qué modo esta información po- 
dría ayudar a identificar la proteína. 


11. Aplicación de la fotolitografía en la producción de 
chips de DNA La Figura 9-22 muestra los primeros pasos del 
proceso de elaboración de un chip de DNA mediante fotolito- 
grafía. Describa los pasos restantes necesarios para obtener 
las secuencias deseadas (una secuencia de cuatro nucleótidos 
diferente en cada uno de los cuatro puntos) mostradas en el 
primer panel de la figura. Después de cada paso, indique la 
secuencia nucleotídica resultante unida a cada punto. 


12. Uso de los exogrupos en genómica comparada Una 
proteína hipotética, presente en el orangután, el chimpancé y 
los humanos, tiene las siguientes secuencias (en rojo se mues- 
tran las diferencias de amino ácidos): 


Humanos: ATSAAGYDEWEGGKVUIHL - - KLQNRGALL 
ELDIGAV 

Orangután: ATSAAGWDEWEGGKVLIHLDGKLQNRGALL 
ELDIGAV 

Chimpancé: ATSAAGWDEWEGGKILIHLDGKLQNRGALL 
ELDIGAV 


(Los guiones indican una deleción, es decir los resi- 
duos ausentes en esta secuencia). 

¿Cuál es la secuencia más probable de la proteína 
presente en el antepasado común del chimpancé y los 
humanos? 


13. Migraciones humanas I Las poblaciones nativas de in- 
dios americanos poseen haplotipos que se remontan a pobla- 
ciones del noreste de Asia. Las poblaciones Aleut y esquimales 
de las remotas regiones del norte de Norteamérica poseen un 
subconjunto de los mismos haplotipos que relacionan a otros 
nativos americanos con Asia, y además tienen varios haploti- 
pos adicionales de origen asiático, pero que no se encuentran 
en otras partes de América, Aporte una posible explicación. 


14. Migraciones humanas II Se puede encontrar DNA (ha- 
plotipos) procedente de los denisovaros en los genomas de los 
indigenas australianos y en los isleños de Melanesia. Sin em- 
bargo, los mismos marcadores del DNA no se encuentran en 
los genomas de los nativos de Africa. Explíquelo. 

3 15. Búsqueda de genes de enfermedades Se busca 
la base genética de una rara enfermedad heredada. El 
examen de seis árboles genealógicos de familias afectadas por 
la enfermedad suministra resultados inconsistentes. En dos de 
las familias la enfermedad se hereda con marcadores en el 
cromosoma 7. En las otras cuatro familias la enfermedad es 


coheredada con marcadores en el cromosoma 12. ¿Cómo 
puede suceder esto? 


ll Problema de Análisis de Datos 


16. Hincll: La primera endonucleasa de restricción El 
descubrimiento de la primera endonucleasa de restricción con 
utilidad práctica se publicó en dos artículos en 1970. En el 
primer artículo, Smith y Wilcox describieron el aislamiento de 
un enzima que cortaba el DNA de doble cadena. Inicialmente, 
demostraron la actividad nucleasa del enzima midiendo la dis- 
minución de la viscosidad de muestras de DNA tratadas con el 
enzima. 

(a) ¿Por qué el tratamiento con una nucleasa disminuye la 
viscosidad de una disolución de DNA? 

Los autores determinaron si el enzima era ma endo- o una 
exonucleasa tratando DNA, marcado con *P, con el enzima y a 
continuación añadiendo ácido tricloroacético (TCA). En las 
condiciones usadas en el experimento los nucleótidos indivi- 
duales eran solubles en TCA y los oligonucleótidos precipita- 
ban. 

(b) El tratamiento del DNA marcado con Y*P con nucleasa 
no dio lugar a material marcado con %P soluble en TCA. Según 
esto ¿el enzima es una endo- o una exonucieasa? Explique la 
respuesta. 

Cuando se corta un polinucleótido, el fosfato normalmente 
no es eliminado, sino que permanece unido al extremo 3' o 5 
del fragmento de DNA resultante. Smith y Wilcox determina- 
ron la localización del fosfato en el fragmento creado por la 
nucleasa a través de los siguientes pasos: 

1. Trataron DNA no marcado con la nucleasa. 

2. Trataron una muestra (A) del producto con y-%P ATP y 
polinucleótido quinasa (que puede unir el fosfato y del 
ATP al 5' OH, pero no al fosfato 5' o at 3' OH o al fosfato 
3'). Midieron la cantidad de *P incorporado en el DNA. 
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3. Trataron otra muestra (B) del producto del paso 1 con 
fosfatasa alcalina (que elimina los grupos fosfato de los 
extremos 5' y 3' hbres) y a continuación con polinucieó- 
tido quinasa y y-YP ATP, Midieron la cantidad de YP in- 
corporado en el DNA. 

(c) Smith y Wilcox encontraron que la muestra A tenía 

136 cuentas/min de ¥P; la muestra B tenía 3.740 cuentas/min. 

¿El corte con la nucleasa dejó el fosfato en el extremo 5' o en 

el 3' de los fragmentos de DNA? Justifique su respuesta. 

(d) El tratamiento del DNA del bacteriófago T7 con la 
nucleasa dio aproximadamente 40 fragmentos específicos de 
diversas longitudes. ¿Por qué este resultado está de acuerdo 
con que el enzima reconozca una secuencia específica en el 
DNA en lugar de realizar cortes de doble cadena al azar? 

Llegados a este punto, todavía hay dos posibilidades para 
el corte en sitios específicos: (1) que el corte ocurriese en el 
sitio de reconocimiento o (2) cerca del sitio de reconoci- 
miento, pero no dentro de la secuencia reconocida. Para abor- 
dar este aspecto, Kelly and Smith determinaron la secuencia 
de los extremos 5' de los fragmentos de DNA generados por la 
nucleasa mediante los siguientes pasos: 

l.  Trataron el DNA del fago T7 con el enzima. 

2. Trataron los fragmentos resultantes con fosfatasa alca- 
lina para eliminar los fosfatos en 5". 

3. Trataron los fragmentos desfosforilados con polinucleó- 
tido quinasa y ATP marcado con y-*P para marcar los 
extremos 5', 

4. —Trataron las moléculas marcadas con DNasas para frag- 
mentarlas y obtener una mezcla de mono-, di- y trinu- 
cleótidos. 

5. —Determinaron la secuencia de los mono-, di- y trinucleó- 
tidos marcados comparándolos con oligonucleótidos de 
secuencia conocida por cromatografía en capa fina. 

Los productos marcados se identificaron como sigue: mo- 
nonucleótidos: Ay G; dinucleótidos: (5)-pApA-(35 y (5)- 


pGpA-(3); trinucleótidos: (55)pAapapC-(35 y 
(5')-PGpApC-(3". 

(e) ¿Qué modelo de corte está de acuerdo con estos resul- 
tados? Justifique la respuesta, 


Kelly y Smith prosiguieron con la identificación de la se- 
cuencia de los extremos 3' de los fragmentos. Encontraron 
una mezcla de (55)-pTpC-(35 y (55 -pTpT-(35. No determina- 
ron la secuencia de ningún trinucleótido en el extremo 3". 

(f) Sobre la base de estos datos ¿cuál es la secuencia de 
reconocimiento de la nucleasa y en qué lugar de la secuencia 
se corta el DNA? Use la Tabla 9-2 como modelo para su res- 
puesta. 
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os lípidos biológicos constituyen un grupo química- 
mente diverso de compuestos cuya característica 
omún y definitoria es su insolubilidad en agua. Las 
funciones biológicas de los lípidos son tan diversas como 


su química. En muchos organismos, las grasas y los aceites 


son las formas principales de almacenamiento energético 
mientras que los fosfolípidos y los esteroles constituyen los 
principales elementos estructurales de las membranas 
biológicas. Otros lípidos, aun estando presentes en canti- 
dades relativamente pequeñas, juegan papeles cruciales 
como cofactores enzimáticos, transportadores electróni- 
cos, pigmentos que absorben la luz, anclas hidrofóbicas 
para proteínas, “chaperonas” que ayudan en el plegamien- 
to de las proteínas de membrana, agentes emulsionantes 
en el tracto digestivo, hormonas y mensajeros intracelula- 
res. Este capítulo describe los lípidos representativos de 
cada tipo, organizados según sus papeles funcionales, 
poniendo énfasis en su estructura química y propiedades 
físicas. Aunque seguimos una organización funcional en la 
presentación, los, literalmente, miles de lípidos diferentes 
también se pueden organizar en ocho categorías generales 
de estructura química (véase la Tabla 10-2). La oxidación 
de los lípidos productora de energía se trata en el Capítulo 
17 y su síntesis en el Capítulo 21. 


10.1 Lípidos de almacenamiento 


Las grasas y aeeites, utilizados casi universalmente 
como formas de almacenamiento de energía en los orga- 
nismos vivos, son compuestos derivados de los ácidos 
grasos. Los ácidos grasos son derivados hidrocarbona- 
dos con un nivel de oxidación casi tan bajo (esto es, tan 
reducidos) como el de los hidrocarburos de los combus- 
tibles fósiles. La oxidación de los ácidos grasos (a CO y 
H O) en las células, al igual que la oxidación expl 

de los carburantes fósiles en los motores de combustión 
interna, es muy exergónica. 


Introduciremos a continuación la estructura y la 
nomenclatura de los ácidos grasos que se encuentran 
con mayor frecuencia en los organismos vivos. Se des- 
criben dos tipos de compuestos que contienen ácidos 
grasos, los triacilgliceroles y las ceras, para ilustrar la 
diversidad de estructura y las propiedades físicas en 
esta familia de compuestos. 


Los ácidos grasos son derivados de hidrocarburos 


Los ácidos grasos son ácidos carboxílicos con cadenas 
hidrocarbonadas de 4 a 36 carbonos (C 2C En algu- 
nos ácidos grasos, esta cadena está“ completamente 
saturada (no tiene dobles enlaces) y sin ramificar; otros 
contienen uno o más dobles enlaces (Tabla 10-1). Unos 
cuantos contienen anillos de tres carbonos, grupos 
hidroxilo o grupos metilo ramificados. 


>> Convención Clave: Una nomenclatura simplificada 
de ácidos grasos sin ramificar especifica la longitud de 
la cadena y el número de dobles enlaces separados por 
dos puntos. Por ejemplo, el ácido palmítico, que tiene 
16 átomos de carbono y es saturado, se abrevia 16:0 y el 
ácido oleico de 18 carbonos (octadecenoico) con un 
doble enlace (mostrado abajo) es 18:1. Cada segmento 
lineal de la estructura en zig-zag representa un enlace 
sencillo entre carbonos adyacentes. Al carbono carboxí- 
lico se le asigna el número 1 (C-1) y al carbono siguien- 
te el C-2. Las posiciones de los distintos dobles enlaces, 
designados A (delta), se especifican en relación a C-1 
mediante un exponente que dica el átomo de carbono 
con número más bajo dentro del doble enlace. Según 
esta convención, el ácido oleico, con un doble enlace 
entre C-9 y C-10, se designa 18:1(A?); un ácido graso de 
20 carbonos con un doble enlace entre C-9 y C-10 y otro 
entre C-12 y C-13 se designa 20:2(A*!?), 
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TABLA 10-1 AIGUnos acidos grasos naturales: estructura, propiedades y nomenclatura 
Solubilidad 
a 30°C (mg/g 
Esqueleto Punto de de disolvente) 
carbonado Estructura? Nombre sistemático” Hombre común (etimologia) _ fusión CO Agua Benceno 
OS 1 
12:0 CH, (CH) „COOH Ácido n-dodecanoico Ácido láurico 44 2 0,063 2.600 
(del latín | 
laurus, laurel) | 
14:0 CH, (CH,) „COOH Ácido n-tetradecanoico Ácido mirístico 53,9 0,024 874 | 
(del latín | 
Myristica, | 
género de la nuez | 
moscada 
16:0 CH,(CH,),COOH Ácido n-hexadecanoico Ácido palmítico 63,1 0,0083 348 
(del latín palma, 
| palmera) 
18:0 CH, (CH,) ¿COOH Ácido n-octadecanoico Ácido esteárico 696 0,0034 124 
(del griego, stear, 
| grasa dura) 
200 CH,(CH,),,¿COOH Ácido n-icosanoico Ácido araquídico 76,5 
| (del latín Arachis, 
género de 
legumbre) 
24: CH,(CH,),,COOH Ácido n-tetracosanoico Ácido lignocérico 86,0 
| (del latín lignum, | 
madera + cera, 
cera) 
16:1(A5) CH, (CH,),CH= Ácido Ácido palmitoleico  1to-0,5 
CH(CH,),COOH  cis-9-hexadecenoico 
| 18:1(A4?) CH, (CH,),CH= Ácido Ácido oleico (del 13,4 
| CH(CH,),COOH — cis-9-octadecenoico latín oleum, 
| aceite) 
18:2(A%2) CH,(CH,),CH= Ácido cis-cis-9,12- Ácido linoleico (del 1-5 
CHCH,CH= octadecadienoico griego linon, lino) 
CH(CH,),COOH 
18:3(A215)  CH,CH,CH= Ácido cis-cis-cis-9,12,15- Ácido a-linolénico -11 | 
CHCH,CH= octadecatrienoico 
CHCH,CH= 
CH(CH,),COOH 
20:4(A58.11::) CH (CH,), CH= Ácido Ácido araquidónico —49,5 
CHCH,CH= cis-cis-cis-cis-5,8,11,14- 
CHCH,CH= icosatetraenoico | 
CHCH,CH= 


CH(CH,),CO COOH 


«Todos los ácidos se muestran en su forma no ionizada. A pH 7, todos los ácidos grasos libres tienen un carboxilato lonizado. Obsérvese que la 
numeración de los átomos de carbono empieza en el carbono del grupo carboxílico, 


>El prefijo n- indica la estructura “normal” sin ramificar. Por ejemplo, “dodecanoico” indica simplemente 12 átomos de carbono que se podrían 


disponer en una serie de formas ramificadas; “n-dodecanoico” 


la forma linea! sin ramificar. En los ácidos grasos insaturados, se indica la 


configuración de cada uno de los dobles enlaces; en los ácidos grasos biológicos la configuración es casi siempre cis, 


Los ácidos grasos más abundantes tienen números 
pares de átomos de carbono en una cadena sin ramificar 
de entre 12 y 24 carbonos (Tabla 10-1). Tal como vere- 
mos en el Capítulo 21, el número par de carbonos es 
consecuencia de la forma de síntesis de estos compues- 
tos que utiliza la condensación sucesiva de unidades de 
de dos carbonos (acetato). 

La posición de los dobles enlaces también sigue un 
patrón regular, en la mayoría de ácidos grasos monoinsa- 


burados el doble enlace se encuentra entre C-9 y C-10 
(A a mientras que los restantes dobles enlaces de, los 
ácidos grasos poliinsaturados son generalmente A” y 
A”. (El ácido araquidónico constituye una excepción a 
esta generalización; véase la Tabla 10-1). Los dobles enla- 
ces de los ácidos grasos poliinsaturados casi nunca son 
conjugados (alternancia de enlaces dobles y sencillos 
como en —CH=CH—CH=CH—) sino que están separa- 
dos por un grupo metileno (—-CH=CH—CH,-CH=CH—). 


Los dobles enlaces de casi todos los ácidos grasos natu- 
rales se encuentran en la configuración cis. Los ácidos 
grasos trans se producen durante la fermentación en el 
rumen de los animales productores de lácteos y carne. 


>> Convención dave: La familia de ácidos grasos poliin- 
saturados (PUFA) con un doble enlace entre el tercer 
y cuarto carbono desde el extremo metilo de la cadena 
tienen una importancia especial en la nutrición humana, 
Debido a que el papel fisiológico de los PUFA está más 
relacionado con la posición del primer doble enlace 
desde el extremo metilo de la cadena que del extremo 
carboxilo, se utiliza, a veces, una nomenclatura alterna- 
tiva para estos ácidos grasos. El carbono del grupo meti- 
lo, esto es, el carbono más alejado del grupo carboxílico, 
se denomina carbono w (omega; última letra del alfabeto 
griego) y se le da el número 1 (C-1). En esta convención, 
el carbono carboxílico tiene el número más elevado se 
indican en relación al carbono w. Según esta convención 
los PUFA con un doble enlace entre C-3 y C-4 se deno- 
minan ácidos grasos omega-3 (w-3) y los que tienen 
un doble enlace entre C-6 y C-7 son los ácidos grasos 
omega-6 (4-6) Abajo se muestra el ácido icosapentae- 
noico, que puede designarse 20:5 (A581141 según la 
nomenclatura estándar pero que se conoce como un 
ácido graso omega-3 al poner el énfasis en el doble enla- 
ce biológicamente importante en la posición omega-3. << 
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20:5 (A5417) Ácido icosapentaenoico (EPA) 


Los humanos requieren el PUFA omega-3 ácido 
a-linolénico (ALA; 18:3(A* 2.15 según la conven- 

ción estándar) pero no tienen la capacidad enzimática 
para sintetizarlo, por lo que han de obtenerlo a partir de 
la dieta. A partir del ALA, los humanos pueden sintetizar 
otros dos PUFA omega-3 que son importantes en la fun- 
ción celular: el ácido icosapentaenoico (EPA; 20:5 (A5 8 
11, 3417), mostrado en la Convención clave anterior) y el 
ácido docosahexenoico (DHA; 22:6 (A4 7 10, 13, 16, 19), E] 
desequilibrio de los PUFA omega-6 y omega-3 en la dieta 
está asociado con un mayor riesgo de enfermedad cardio- 
vascular. La proporción óptima de PUFA omega-6 a 
omega-3 en la dieta está entre 1:1 y 4:1, pero la propor- 
ción en la dieta de la mayoría de norteamericanos está 
entre 10:1 y 30:1 aproximadamente. La “dieta mediterrá- 
nea” que se ha asociado a un riesgo cardiovascular dismi- 
nuido, es más rica en PUFA omega-3, obtenido de las 
ensaladas y de los aceites de pescado. Estos últimos son 
especialmente ricos en EPA y DHA, por lo que se recetan 
a menudo suplementos de aceites de pescado a los imdi- 
viduos con una historia de enfermedad cardiovascular. m 
Las propiedades físicas de los ácidos grasos y de los 
compuestos que los contienen vienen determinadas en 
gran parte por la longitud y el grado de insaturación de 
la cadena hidrocarbonada. La cadena hidrocarbonada 
apolar explica la escasa solubilidad de los ácidos grasos 
en agua. El ácido láurico (12:0, Mr 200), por ejemplo, 
tiene una solubilidad de 0,063 mg/g de agua muy infe- 
rior a la de la glucosa (My 180) que es de 1.100 mg/g de 
agua. Cuanto más larga sea la cadena acílica grasa y 
menor el número de dobles enlaces, menor es la solubi- 
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lidad en agua. El grupo ácido carboxílico es polar (y está 
ionizado a pH neutro) lo que justifica la ligera solubili- 
dad en agua de los ácidos grasos de cadena corta. 

Los puntos de fusión están también muy influidos 
por la longitud y grado de saturación de la cadena hidro- 
carbonada. A temperatura ambiente (25°C), los ácidos 
grasos saturados desde 12:0 a 24:0 tienen una consisten- 
cia cérea, mientras que los ácidos grasos insaturados de 
estas longitudes son líquidos oleosos. Esta diferencia en 
los puntos de fusión se debe a los diferentes grados de 
empaquetamiento de las moléculas de los ácidos grasos 
(Fig. 10-1). En los compuestos totalmente saturados, la 
rotación libre alrededor de cada enlace carbono-carbono 
confiere gran flexibilidad a la cadena hidrocarbonada; la 
conformación más estable es la forma totalmente exten- 
dida, en la que los impedimentos estéricos entre átomos 
vecinos están reducidos al mínimo. Estas moléculas se 
pueden empaquetar de forma muy apretada en ordena- 
mientos casi cristalinos con contactos por uniones de 
van der Waals entre átomos a lo largo de la propia cade- 
na y átomos de cadenas vecinas. En los ácidos grasos 
insaturados, un doble enlace cis provoca un doblamiento 
en la cadena hidrocarbonada. Los ácidos grasos con uno 
o más doblamientos de este tipo no se pueden empaque- 
tar tan fuertemente como los ácidos grasos totalmente 
saturados, por lo que las interacciones entre ellos son 
más débiles. Dado que se necesita menos energía térmi- 
ca para desordenar estos conjuntos poco ordenados de 
ácidos grasos insaturados, éstos tienen puntos de fusión 


(a) Grupo ~O O (b) 0 O 
carboxilo NA NA 
Cadena 
hidrocarbonada 


(ec) Ácidos grasos {d} Mezcla de ácidos grasos 
saturados saturados e insaturados 


ARA 


FIGURA 10-1 Empaquetamiento de los ácidos grasos en agregados 
estables. El grado de empaquetamiento depende de su grado de satura- 
ción. (a) Dos representaciones del ácido graso saturado, ácido esteárico, 
18:0 (estearato a pH 7), se muestran en su conformación normal exten- 
dida. (b) El doble enlace cis (rojo) del ácido oleico 18:1 (A?) (oteato) no 
permite la rotación e introduce un giro rígido en la cola hidrocarbonada 
Todos los demás enlaces de la cadena pueden rotar libremente. (c) Los 
ácidos grasos totalmente saturados en la forma extendida se empaque- 
tan en ordenamientos casi cristalinos estabilizados por muchas interac- 
ciones hidrofóbicas. (d) La presencia de uno o más ácidos grasos con 
dobles enlaces cis (rojo) interfiere con este empaquetamiento apretado 
dando lugar a agregados menos estables. 
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claramente más bajos que los ácidos grasos saturados de 
la misma longitud de cadena (Tabla 10-1). 

En los vertebrados los ácidos grasos libres (ácidos 
grasos no esterificados, con un grupo carboxilato libre) 
circulan por la sangre unidos de forma no covalente a 
una proteína portadora, la albúmina sérica. No obstante, 
los ácidos grasos en su mayoría se encuentran presen- 
tes en el plasma sanguíneo en forma de derivados del 
ácido carboxílico tales como ésteres o amidas. Al care- 
cer del grupo carboxilato cargado, estos derivadas de 
los ácidos grasos son generalmente aún menos solubles 
en agua que los ácidos grasos libres, 


Los triacilgliceroles son ésteres de ácidos grasos y glicerol 


Los lípidos más sencillos obtenidos a partir de los ácidos 
grasos son los triacilgliceroles, también denominados 
triglicéridos, grasas o grasas neutras. Los triacilgliceroles 
están compuestos de tres ácidos grasos unidos por enlace 
éster con un solo glicerol (Fig. 10-2). Los que contienen 
el mismo tipo de ácido graso en las tres posiciones se 
denominan triacilgliceroles simples y se denominan según 
el ácido graso que contienen. La triestearina, la tripalmiti- 
na y la trioleína son, respectivamente, ejemplos de triacil- 
gliceroles sencillos que contienen 16:0, 18:0 y 18:1. La 
mayoría de los triacilgliceroles naturales son mixtos ya 
que contienen dos o más ácidos grasos diferentes. Se han 
de especificar el nombre y posición de cada ácido graso 
para designar sin ambigúcdades estos compuestos. 

Dado que los hidroxilos polares del glicerol y los 
carboxilatos polares de los ácidos grasos están unidos 
por enlaces éster, los triacilgliceroles son moléculas 


Glicerol 


1-Estearil, 2-linoleif, 3-palmitil glicerol, 
un triacilglicerol mixto 


FIGURA 10-2 Glicerol y un triacilglicerol. E! triacilglicerol mixto repre- 
sentado en esta figura tiene tres ácidos grasos diferentes unidos al 
armazón de glicerol. Cuando hay dos ácidos grasos diferentes en C-1 y 
C-3 del glicero!, el C-2 se transforma en un centro quiral (véase la p. 17). 


apolares, hidrofóbicas, prácticamente insolubles en 
agua. Los lípidos tienen densidades específicas menores 
que el agua, lo que explica por qué las mezclas de agua 
y aceite (aceite y vinagre para aliñar la ensalada, por 
ejemplo) tienen dos fases: el aceite, con menor densi- 
dad específica, flota sobre la fase acuosa. 


Los triacilgliceroles aportan energía almacenada 
aislamiento 


En la mayoría de células eucarióticas, los triacilgliceroles 
forman una fase separada de gotitas microscópicas oleosas 
en el citosol acuoso que sirven como depósito de combus- 
tible metabólico. Las células especializadas de los verte- 
brados, denominadas adipocitos o células grasas, almace- 
nan grandes cantidades de triacilgliceroles en forma de 
gotitas de grasa que ocupan casi totalmente la célula (Fig. 
10-32). Los triacilgliceroles se almacenan también, en 
forma de aceite, en las semillas de muchos tipos de plan- 
tas, proporcionando energía y precursores biosintéticos 
durante la germinación de las semillas (Fig. 10-3b). Los 
adipocitos y las semillas en germinación contienen lipa- 
sas, enzimas que catalizan la hidrólisis de los triacilglicero- 
les almacenados, liberando ácidos grasos que son exporta- 
dos a otros lugares donde se requieren como combustible. 

En tanto que combustibles almacenados, los triacil- 
gliceroles tienen dos ventajas significativas sobre polisa- 
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FIGURA 10-3 Almacenes de grasa en las células. (a) Sección trans- 
versal de tejido adiposo bianco humano. Cada célula contiene una goti- 
cula de grasa (blanco) tan grande que aprieta el núcleo (teñido en rojo) 
contra la membrana plasmática. (b) Sección transversal de una célula de 
cotiledón de una semilla de la planta Arabidopsis. Las grandes estructu- 
ras oscuras son cuerpos proteicos que están rodeados por aceites alma- 
cenados en los cuerpos oleosos de coloración clara [Fuentes: (a) 
Biophoto Associates/Science. (b) Cortesía Howard Goodman. Depart- 
ment of Genetics, Harvard Medical School. 


cáridos tales como el glucógeno o el almidón. En primer 
lugar los átomos de carbono de los ácidos grasos están 
más reducidos que los de los azúcares por lo que la oxi- 
dación de los triacilgliceroles proporciona más del doble 
de energía, gramo por gramo, que la de los glúcidos. En 
segundo lugar, como los triacilgliceroles son hidrofóbi- 
cos y, por consiguiente, no hidratados, el organismo que 
transporta combustible en forma de grasa no ha de 
transportar el peso adicional del agua de hidratación 
asociada con los polisacáridos almacenados (2 g por 
gramo de polisacárido). El tejido graso en los humanos 
(formado principalmente por adipositos), se encuentra 
debajo de la piel, en la cavidad abdominal y en las glán- 
dulas mamarias. Las personas moderadamente obesas 
pueden tener de 15 a 20 kg de triacilgliceroles deposita- 
dos en sus adipocitos, lo que es suficiente para cubrir 
sus necesidades energéticas durante varios meses sola- 
mente con sus depósitos de grasa. Por el contrario, el 
cuerpo humano no puede almacenar ni las necesidades 
energéticas de un día en forma de glucógeno. Los glúci- 
dos tales como la glucosa ofrecen ciertas ventajas como 
fuentes rápidas de energía metabólica siendo una de 
ellas su fácil solubilidad en agua. 

En algunos animales, los triacilgliceroles almacena- 
dos debajo de la piel no sólo sirven como almacenes de 
energía sino como aislamiento contra las bajas tempera- 
turas. Las focas, las morsas, los pingilinos y otros anima- 
les polares de sangre caliente están ampliamente prote- 
gidos con triacilgliceroles. En los animales hibernantes 
(por ejemplo, los osos) las enormes reservas de grasa 
acumuladas antes de la hibernación también tienen una 
doble misión: aislamiento y depósito de energía (véase 
el Recuadro 17-1). 


La hidrogenación parcial de los aceites de cocina mejora 
su estabilidad pero produce ácidos grasos con efectos 
perjudiciales para la salud 


La mayoría de grasas naturales tales como los 
aceites vegetales, los productos lácteos y las gra- 
sas animales son mezclas complejas de triacilgliceroles 
sencillos y mixtos. Estos últimos contienen diversos 
ácidos grasos que difieren en la longitud de la cadena y 
grado de saturación (Fig. 10-4). Los aceites vegetales 
tales como el aceite de maíz y el de oliva están com- 
puestos mayoritariamente por triacilgliceroles con áci- 
dos grasos insaturados por lo que son líquidos a tempe- 
ratura ambiente. Los triacilgliceroles que sólo contienen 
ácidos grasos saturados, tales como la triestearina, 
componente principal del sebo, son sólidos blancos y 
grasos a temperatura ambiente. 

Cuando los alimentos ricos en grasas se exponen 
demasiado tiempo al oxígeno del aire se pueden estro- 
pear volviéndose rancios. El gusto y olor desagradables 
asociados con el enranciamiento provienen de la rotura 
oxidativa de los dobles enlaces de ácidos grasos insatura- 
dos que produce aldehídos y ácidos carboxílicos de cade- 
na más corta y, por consiguiente, de mayor volatilidad; 
estos compuestos pasan fácilmente del aire a su nariz. A 
lo largo del siglo XX para mejorar las condiciones de 
caducidad de los aceites vegetales utilizados para cocinar 
y con el fin de aumentar su estabilidad a las altas tempe- 
raturas alcanzadas al freir, los aceites vegetales comercia- 
les se someten a hidrogenación parcial. Este proceso 
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Grasas naturales a 25 °C 


Aceite de oliva, Mantequilla, Sebo de buey, 
liquido sólido blando sólido duro 


Ácidos grasos (% del total) 


FIGURA 10-4 Composición en ácidos grasos de tres alimentos gra- 
sos. El aceite de oliva, la mantequilla y el sebo de buey están formados 
por mezclas de triacilgliceroles que difieren en su composición de ácidos 
grasos. Los puntos de fusión de estas grasas, y de aquí su estado físico a 
temperatura ambiente (25°C), son función directa de su composición 
de ácidos grasos. El aceite de oliva tiene un alto porcentaje de ácidos 
grasos insaturados de cadena larga (C, y Cy) que explica su estado 
líquido a 25°C. La mayor proporción de ácidos grasos saturados de 
cadena larga (C,, y Ca) en la mantequilla incrementa su punto de fusión, 
por lo que la mantequilla es un sólida blando a temperatura ambiente. El 
sebo de buey, con una proporción aún mayor de ácidos grasos saturados 
de cadena larga, es un sólido duro. 


convierte gran parte de los dobles enlaces cis de los áci- 
dos grasos en enlaces sencillos lo que aumenta la tempe- 
ratura de fusión de los aceites por lo que son casi sólidos 
a temperatura ambiente (la margarina se produce de esta 
manera a partir de aceites vegetales). La hidrogenación 
parcial tiene otro efecto, éste indeseable: algunos dobles 
enlaces cis se convierten en dobles enlaces trans. Actual- 
mente existen muchas pruebas de que la ingestión con la * 
dieta de ácidos grasos trans (a menudo conocidos sim- 
plemente como “grasas trans”) está en la base de una 
mayor incidencia de enfermedades cardiovasculares por 
lo que evitando estas grasas en la dieta reduce el riesgo 
de enfermedad coronaria. Los ácidos grasos trans de la 
dieta aumentan la concentración de triacilgliceroles y de 
colesterol ligado a LDL (colesterol “malo”) en la sangre al 
tiempo que disminuyen la concentración de colesterol 
ligado a HDL (colesterol “bueno”), cambios que por sí 
solos son suficientes para aumentar el riesgo de enferme- 
dad coronaria. Los ácidos grasos trans aún pueden tener 
más efectos adversos. Parece que, por ejemplo, aumen- 
tan la respuesta inflamatoria corporal, lo cual es otro 
riesgo de enfermedad cardíaca. (Véase el Capítulo 21 
para una descripción del colesterol LDL y HDL —lipopro- 
teína de baja densidad y lipoproteína de alta densidad- y 
sus efectos sobre la salud). Agencias reguladoras en todo 
el mundo en la actualidad regulan o prohiben la utiliza- 
ción de ácidos grasos trans en los alimentos preparados y 
empaquetados. Mi 


Las ceras sirven como almacenes de energía y como 
cubiertas impermeables al agua 


Las ceras biológicas son ésteres de ácidos grasos de 
cadena larga saturados e insaturados (C14 a C36) con 
alcoholes de cadena larga (C16 a C30) (Fig. 10-5). Sus 
puntos de fusión (60 a 100°C} son generalmente más 
elevados que los de los triacilgliceroles. En el plancton, 
constituido por microorganismos marinos flotantes de 
vida libre que se encuentran en la base de la cadena 
alimenticia para los animales marinos, las ceras son la 


364 Lípidos 


J| 
CHIC H2)14 —C—-O—CH2— (CH) p —C H3 
A y o 
1-Triacontanol 


(a) 
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FIGURA 10-5 Cera biológica. (a) El triacontanilpalmitato, componente 
mayoritario de la cera de abeja, es un éster dei ácido palmítico con el 
alcohol triacontanol. (b) Un panal, construido con cera de abeja, es 
rigido a 25°C y totalmente impermeable ai agua. [Fuente: (b) iStoc- 
kphoto/Thinkstock ] 


forma de almacenamiento principal de combustible 
metabólico, 

Las ceras también realizan diversas funciones, que 
están relacionadas con sus propiedades repelentes del 
agua y con su consistencia firme. Ciertas glándulas de la 
piel de los vertebrados secretan ceras para proteger el 
pelo y la piel manteniéndolos flexibles, lubricados e 
impermeables. Las aves, especialmente las acuáticas, 
secretan ceras que mantienen la impermeabilidad de sus 
plumas. Las hojas brillantes del acebo, rododendros, hie- 
dra venenosa y muchas plantas tropicales están recubier- 
tas con una espesa capa de ceras que las protege contra 
parásitos e impide la evaporación excesiva del agua. 


Lípidos de 
almacenamiento 


Triacilgliceroles 


Las ceras biológicas tienen diversas aplicaciones en 
las industrias farmacéutica, cosmética y otras. La lano- 
lina (de la lana de oveja), la cera de abeja (Fig. 10-5), 
la cera de carnauba (de una palmera brasileña) y la 
cera extraida de las semillas de jojoba se utilizan 
ampliamente en la fabricación de lociones, ungúentos y 
pulimentos. 


RESUMEN 10.1 Lípidos de almacenamiento 


MA Los lípidos son componentes celulares insolubles en 
agua y de estructuras diversas que se pueden extraer de 
los tejidos con disolventes apolares. 

ME Casi todos los ácidos grasos, que proporcionan el 
componente hidrocarbonado de los lípidos, tienen un 
número par (generalmente 12 a 24) de átomos de car- 
bono y pueden ser saturados o insaturados; los dobles 
enlaces tienen casi siempre la configuración cis. 

© Los triacilgliceroles contienen tres moléculas de 
ácido graso esterificadas con los tres grupos hidroxilo 
del glicerol. Los triacilgliceroles sencillos contienen un 
solo tipo de ácido graso, los triacilgliceroles mixtos con- 
tienen dos o tres tipos diferentes. Los triacilgliceroles 
son mayoritariamente grasas de almacenamiento; se 
encuentran en muchos tipos de alimentos. 

MM Debido a que los ácidos grasos trans de la dieta son 
un factor de riesgo importante en la enfermedad coro- 
naria, se ha regulado minuciosamente su utilización en 
alimentos preparados i empaquetados. 

© Las ceras son ésteres de ácidos grasos de cadena 
larga y alcoholes de cadena larga. 


10.2 Lípidos estructurales de las 
membranas 


La característica arquitectónica central de las membra- 
nas biológicas es una doble capa lipídica que constituye 
una barrera al paso de moléculas polares y de iones. Los 
lípidos de las membranas son anfipáticos; un extremo 
de la molécula es hidrofóbico y el otro hidrofílico. Sus 


Fosfolípidos 


Glicerofosfolípidos 


Esfingolípidos | 


FIGURA 10-6 Algunos tipos comunes de lípidos de almacenamiento y de membrana. Todos los tipos de lípidos que se muestran tienen como armazón el gli- 
cerol o la esfingosina (recuadros rosas) al que se unen uno o más grupos alquilo de cadena larga (amarillo) y un grupo polar de cabeza (azul). En los triacilglicero- 
les, glicerofosfolípidos, galactolípidos y sulfolípidos, los grupos alquilo son ácidos grasos en entace éster. Los esfingolípidos contienen un solo ácido graso formando 


interacciones hidrofóbicas entre ellos y las hidrofílicas 
con el agua dirigen su empaquetamiento hacía la forma- 
ción de láminas llamadas bicapas membranosas. En esta 
sección se describen cinco tipos generales de lípidos de 
membrana: glicerofosfolípidos, en los que las regiones 
hidrofóbicas están compuestas por dos ácidos grasos 
unidos al glicerol; galactolípidos y sulfolípidos que tam- 
bién tienen dos ácidos grasos esterificados con el glice- 
rol pero que carecen del fosfato característico de los 
fosfolípidos; lípidos tetraéter de las arquebacterias, en 
los que dos cadenas alquílicas muy largas están unidas 
mediante enlace éter al glicerol de ambos extremos; 
esfingolípidos, en los que se une un solo ácido graso a 
una amina grasa, la esfingosina; y esteroles, que son 
compuestos que se caracterizan por tener un sistema 
rígido de cuatro anillos hidrocarbonados fusionados. 

Las partes hidrofílicas de estos compuestos anfipáti- 
cos pueden ser muy sencillas, por ejemplo un simple 
grupo —OH en un extremo del sistema anular de los 
esteroles, o pueden ser mucho más complejas. Los glice- 
rofosfolípidos y algunos esfingolípidos contienen un 
grupo polar que se une a una porción hidrofóbica 
mediante un enlace fosfodiéster; son los fosfolípidos. 
Otros esfingolípidos carecen de grupo fosfato pero tie- 
nen un azúcar sencillo u oligosacáridos complejos en sus 
extremos polares; son los glucolípidos (Fig. 10-6). 
Dentro de estas clases de lípidos de membrana se produ- 
ce una enorme diversidad debido a las diferentes combi- 
naciones de “colas” de ácidos grasos y “cabezas” polares. 
El ordenamiento de estos lípidos en las membranas y sus 
papeles estructurales y funcionales en las mismas se 
tratan en el capítulo siguiente. 


Los glicerofosfolipidos son derivados del ácido fosfatidico 


Los glicerofosfolípidos, también llamados fosfoglicé- 
ridos, son lípidos de membrana en los que dos ácidos 
grasos están unidos por enlace éster al primer y segun- 
do carbonos del glicerol y un grupo de cabeza muy polar 
o cargado está unido por enlace fosfodiéster al tercer 
carbono. El glicerol es proquiral; no tiene carbonos asi- 
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L-Glicerol 3-fosfato (sn-glicerol 3-fosfato) 


FIGURA 10-7 El :-Glicerol 3-fosfato, armazón de los fosfolípidos. E! 
glicerol en sí no es quiral ya que tiene un plano de simetria a través del 
C-2. Sin embargo, el glicerol es proquiral, ya que puede convertirse en 
un compuesto quiral al añadir un sustituyente tal como el fosfato a 
cualquiera de los dos grupos —CH20H. Una nomenctatura sin ambi- 
gúedades para el glicerol fosfato es el sistema o: (descrito en la p. 78), 
en el que los isómeros se nombran según su relación estereoquímica 
con los isómeros del gliceraidehído. Según este sistema el estereoisó- 
mero del glicerol fosfato que se encuentra en la mayoría de lípidos se 
nombra correctamente como :¿-gliceroi 3-fosfato o como -glicerol 
l-fosfato. Otra manera de especificar los esterevisómeros es el sistema 
sn (numeración estereoespecifica) en el que C-1 es, por definición, el 
grupo del compuesto proquiral que ocupa :a posición pro-S. La forma 
común del glicerol fosfato en los fosfolípidos es, según este sistema, 
sr-glicerol 3-fosfato (en el que C-2 tiene la configuración R). En las 
arquebacterias, el glicerol de los lípidos tiene la otra configuración; es e! 
o-glicerol 3-fosfato. 


métricos pero la unión del fosfato a cualquiera de los 
dos extremos lo convierte en un compuesto quiral que 
se denomina correctamente L-glicerol 3-fosfato o D-gli- 
cerol 1-fosfato o sn-glicerol 3-fosfato (Fig. 10-7). Los 
glicerofosfolípidos, como derivados del ácido fosfatídico 
(Fig. 10-8), se nombran según el alcohol polar en el 
grupo de cabeza. Por ejemplo, fosfatidilcolina y fosfati- 
diletanolamina tienen colina y etanolamina en sus gru- 
pos polares de cabeza. La cardiolipina es un glicerofos- 
folípido de dos colas en el que dos porciones de ácido 
fosfatídico comparten el mismo glicerol como grupo de 
cabeza (Fig. 10-8). La cardiolipina se encuentra en la 
mayoría de membranas bacterianas; en las células 
eucarióticas la cardiolipina se localiza de forma casi 
exclusiva en la membrana mitocondrial interna (en 
donde se sintetiza), localización consistente con la 


Lípidos éter arquebacterianos 


E enlace éter) 


enlace amida con el armazón de esfingosina. Los lípidos de membrana de las arquebacterias son variables; el que se muestra aquí tiene dos cadenas alquilo muy 
largas y ramificadas con sus dos extremos formando un enlace éter con una porción de glicerol. En tos fasfalípidos, el grupo polar de cabeza está unido a través de 
un enlace fostodiéster, mientras que los glucolípidos tienen una unión glucosídica directa entre el azúcar del grupo de cabeza y el armazón de glicerol. 
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Ácido graso saturado 
(por ej., ácido palmítico) 


Ácido graso insaturado 
(por ej., ácido oleico) 
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FIGURA 10-8 Glicerofosfolipidos. Los glicerofosfolípidos comunes 
son diacilgliceroles unidos a alcoholes del grupo de cabeza mediante 
un enlace fosfodiéster. El ácido fosfatídico, un fosfomonoéster, es el 
compuesto de referencia. Cada derivado se denomina según el alcohol 
del grupo de cabeza (X), con el prefijo “fosfatidi!-”. En la cardiolipina, 


hipótesis de la endosimbiosis para el origen de orgánu- 
los (véase la Fig. 1-40). 

En todos los glicerofosfolípidos, el grupo de cabeza 
se une al glicerol mediante un enlace fosfodiéster en el 
que el grupo fosfato tiene una carga negativa a pH neu- 
tro. El alcohol polar puede estar cargado negativamente 
(tal como sucede en el fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato), 
ser neutro (fosfatidilserina) o estar cargado positiva- 
mente (fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina). Tal 
como se verá en el Capítulo 11, estas cargas contribu- 
yen significativamente a las propiedades superficiales 
de las membranas. 

Los ácidos grasos de los glicerofosfolípidos pueden 
ser muy variados, por lo que un fosfolípido dado (fosfa- 
tidilcolina, por ejemplo) puede estar formado por diver- 
sas especies moleculares, cada una con una dotación 


Glicerol! 


Grupo sustituyente 
de cabeza 


un solo glicerol es compartido por dos ácidos fostatídicos (R' y R? son 
grupos acilo graso). “Observe que los ésteres fosfato del fosfaticilino- 
sitol 4, 5-bisfosfato tienen cada uno una carga de alrededor de —1,5; 
uno de sus grupos —OH sólo está parcialmente ¡onizado a pH 7. 


singular de ácidos grasos. La distribución de las espe- 
cies moleculares es específica de los distintos organis- 
mos, diferentes tejidos de un mismo organismo y distin- 
tos glicerofosfolípidos en la misma célula o tejido. En 
general, los glicerofosfolípidos contienen un ácido graso 
saturado C, 0 C, en C-1 y un ácido graso insaturado C 
o C en C-2. Con algunas excepciones, se desconoce 
todavía el significado biológico de la variación de los 
ácidos grasos y de los grupos de cabeza. 


Algunos glicerofosfolípidos tienen ácidos grasos unidos 
por enlace éter 


Algunos tejidos animales y algunos organismos unicelu- 
lares son ricos en lípidos con función éter, en los que 
una de las dos cadenas acilo está unida al glicerol con 
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enlace éter en lugar de enlace éster. La cadena unida 
por enlace éter puede ser saturada, tal como sucede en 
los lípidos alquílicos con función éter, o puede contener 
un doble enlace entre C-1 y C-2 tal como sucede en los 
plasmalógenos (Fig. 10-9). El tejido cardíaco de los 
vertebrados es único en su riqueza de lípidos con fun- 
ción éter; alrededor de la mitad de los fosfolípidos car- 
díacos son plasmalógenos. Las membranas de las bacte- 
rias halófilas, de los protistas ciliados y de ciertos 
invertebrados también contienen elevadas proporciones 
de lípidos con función éter. No se conoce su significa- 
ción funcional en estas membranas; quizás su resisten- 
cia a las fosfolipasas que cortan ácidos grasos unidos 
por enlace éster de los lípidos de las membranas sea 
importante en algunos papeles. 

Hay al menos un lípido con función éter, el fac- 

tor activador plaquetario que es una molécu- 
la señal importante. Se libera de leucocitos denomina- 
dos basófilos y estimula la agregación de las plaquetas y 
la liberación de serotonina (un vasoeonstrictor) conte- 
nida en las mismas. Ejerce también diversos efectos 
sobre el hígado, músculo liso, corazón, tejidos uterino y 
pulmonar y juega un papel importante en la inflamación 
y en la respuesta alérgica. M 


Los cloroplastos contienen galactolípidos y sulfolipidos 

El segundo grupo de lípidos de membrana son los que 
predominan en las células vegetales; los galactolípi- 
dos, en los que uno o dos residuos galactosa están uni- 
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FIGURA 10-9 Lípidos con enlaces tipo éter. Los plasmaiógenos 
tienen una cadena alquenílica unida por enlace éter en donde !a 
mayoría de los glicerofostolípidos tienen un ácido graso unido en 
enlace éster (compárese con la Fig. 10-8) El factor activador pia- 
quetario tiene una cadena alquílica larga unida por enlace éter al 
C-1 del glicerol, pero el C-2 está unido por enlace éster al ácido acé- 
tico, lo que hace que el compuesto sea mucho más hidrosoluble 
que la mayoría de glicerofosfolípidos y plasmatógenos. El alcohol 
del grupo de cabeza es la etanolamina en los plasmalógenos y la 
colina en el factor activador de las plaquetas. 


dos por enlace glucosídico con el C-3 de un 1,2-diacilgli- 
cerol (Fig. 10-10; véase también la Fig. 10-6). Los 
galactolípidos están localizados en las membranas tila- 
coides (membranas internas) de los cloroplastos; cons- 
tituyen del 70 al 80% de los lípidos totales de membrana 
en las plantas vasculares. Son, probablemente, los lípi- 
dos de membrana más abundantes en la biosfera. El 
fosfato es, a menudo, el nutriente del suelo limitante 
para la planta por lo que, quizás, la presión evolutiva 
para conservar el fosfato para papeles más críticos favo- 
reció el que las plantas fabriquen lípidos sin fosfato. Las 
membranas vegetales también contienen sulfolípidos, 
en los que un residuo de glucosa sulfonado se une a un 
diacilglicerol mediante enlace glucosídico. El sulfonato 
es portador de una carga negativa lo mismo que el 
grupo fosfato de los fosfolípidos. 


Las arquebacterias contienen lípidos de membrana 
singulares 


Algunas arquebacterias que viven en nichos ecológicos 
con condiciones extremas: altas temperaturas (agua 
hirviente), bajo pH o alta fuerza iónica, por ejemplo, 
tienen lípidos de membrana que contienen túdrocarbu- 
ros ramificados de cadena larga (32 carbonos) unidos 
en cada extremo al glicerol (Fig. 10-11). Estas uniones 
son a través de enlaces éter que son mucho más esta- 
bles a la hidrólisis a pH bajo y elevada temperatura que 
los enlaces éster que se encuentran en los lípidos de las 
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FIGURA 10-10 Dos galactolípidos de las membranas tilacoides de 
los cloroplastos. En los rmonogalactosiidiacilgliceroles (MGDG) y en los 


digalactosildiacilgliceroles (DGDG) los dos grupos acilo son poliinsatu- 
rados y los grupos de cabeza no tienen carga. 
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Glicerol 


FIGURA 10-11 Lipido de membrana inusual que sólo se encuentra en 
arquebacterias, En este lípido difitanil tetraéter, las porciones difitanilo 
Camarillo) son hidrocarburos largos compuestos por ocho grupos iso- 
preno de cinco carbonos condensados cabeza-ccabeza (sobre fa con- 
densación de las unidades de isopreno véase la Figura 21-36; compare 
también los grupos diftanilo con la cadena lateral de fito! de 20 carbonos 
presente en las clorofilas mostradas en la fig 20-Ba). En esta forma 
extendida, los grupos diftanilo tienen aproximadamente el doble de lon- 


bacterias y de los eucariotas. En su forma totalmente 
extendida, estos lípidos arquebacterianos tienen una 
longitud doble de la de los fosfolípidos y esfingolípidos 
y abarcan todo el grosor de la membrana plasmática. A 
cada extremo de la molécula extendida hay una cabeza 
polar que consiste en glicerol unido a residuos fosfato o 
azúcar. El nombre general de estos compuestos, glicerol 
dialquil glicerol tetraéteres (GDGT) refleja su estructu- 
ra única y singular. La porción glicerol de los lípidos 
arquebacterianos no es el mismo estereoisómero que el 
de los lípidos de bacterias y eucariotas; el carbono cen- 
tral se encuentra en la configuración R en las arquebac- 
terias y en la S en bacterias y eucariotas (Fig. 10-7). 


Los esfingolípidos son derivados de la esfingosina 


Los esfingolípidos, la cuarta clase importante de lípi- 
dos de membrana, también tienen un grupo de cabeza 
polar y dos colas apolares pero, a diferencia de los glice- 
rofosfolípidos y galactolípidos no contienen glicerol. Los 
esfingolípidos están compuestos por una molécula del 
aminoalcohol de cadena larga esfingosina (también lla- 
mado4-esfingenina) o uno de sus derivados, una molé- 
cula de un ácido graso de cadena larga y un grupo de 
cabeza polar unido por enlace glucosídico, en algunos 
casos, y por enlace fosfodiéster en otros (Fig. 10-12). 

Los carbonos C-1, C-2 y C-3 de la molécula de esfin- 
gosina son estructuralmente análogos a los tres carbo- 
nos del glicerol en los glicerofosfolípidos. Cuando se une 
un ácido graso por enlace amida al —NH, del C-2, el 
compuesto que se obtiene es una ceramida, la cual es 
similar estructuralmente a un diacilglicerol. La cerami- 
da es la unidad estructural fundamental de todos los 
esfingolípidos, 

Hay tres subclases de esfingolípidos, todas ellas 
derivadas de la ceramida, pero que difieren en sus gru- 
pos de cabeza: esfingomielinas, glucolípidos neutros 
(sin carga) y gangliósidos. Las esfingomielinas contie- 
nen fosfocolina o fosfoetanolamina como grupo de cabe- 
za polar por lo que se clasifican como fosfolípidos junto 
con los glicerofosfolípidos (Fig. 10-6). Las esfingomieli- 
nas se parecen, por supuesto, a las fosfatidilcolinas en 
sus propiedades generales y en su estructura tridimen- 
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gitud que un ácido graso de 16 carbonos típico de los !lípidos de mem- 
brana de las bacterias y eucariotas. Las porciones glicero! de los lípidos 
arquebacterianos tienen la configuración R a diferencia de los de bacte- 
rias y eucariotas que tienen la configuración 5. Los lípidos de las arque- 
bacterias difieren en los sustituyentes de los gliceroles. En la molécula 
aquí mostrada, un glicerol está unido al disacárido «a-glucopirano- 


- sil-(1—2)-Bgalactofuranosa; el otro glicerol está unido a un grupo de 


cabeza glicero! fosfato. 


sional y también por no tener carga neta en sus grupos 
de cabeza polares (Fig. 10-13). Las esfingomielinas se 
hallan presentes en las membranas plasmáticas de las 
células animales y son especialmente abundantes en la 
vaina de mielina que rodea y aisla los axones de algunas 
neuronas, de ahí el nombre “esfingomielinas”. 

Los glucoesfingolípidos, que se encuentran prin- 
cipalmente en la cara externa de la membrana plasmá- 
tica, tienen uno o más azúcares en su grupo de cabeza 
conectados directamente al —OH en C-1 de la porción 
ceramida; no contienen fosfato. Los cerebrósidos tie- 
nen un único azúcar unido a la ceramida; los que contie- 
nen galactosa se encuentran de manera característica 
en las membranas plasmáticas de células del tejido 
nervioso mientras que las que contienen glucosa se 
hallan en las membranas plasmáticas de células de teji- 
dos no nerviosos. Los globósidos son glucoesfingolípi- 
dos con dos o más azúcares, normalmente p-glhucosa, 
p-galactosa o N-acetil-n-galactosamina. Dado que no 
tienen carga a pH 7, los cerebrósidos y los globósidos se 
denominan a veces glucolípidos neutros. 

Los gangliósidos son los esfingolípidos más com- 
plejos. Contienen grupos de cabeza polares formados 
por oligosacáridos y uno o varios residuos de ácido 
N-acetilneuramínico (Neu5Ac), un ácido siálico (a 
menudo llamado simplemente “ácido siálico”), termina- 
les. El ácido siálico desprotonado aporta a los gangliósi- 
dos la carga negativa a pH 7 que los distingue de los 
globósidos. Los gangliósidos con un residuo de ácido 
siálico forman series GM (M de mono-), los que tienen 
dos ácidos siálicos forman series GD (D- de di-) y así 
sucesivamente (GT, tres residuos de ácido siálico; GQ, 
cuatro). 


or-Ácido N-acetil neuramínico (un ácido siálico) 
(NeusAc) 


Ácido graso 
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Glucosilcerebrósido 


Lactosilceramida 
(un globósido) 


Johann Thudichum, 1829-1901 Gangliósido GM2 
[Fuente: J E. WV. Thudichum, 
Tubingen, F. Pietzcker (1898). ] 


FIGURA 10-12 Esfingolípidos. Los tres primeros carbonos del 
extremo polar de la esfingosina son análogos a los tres carbonos del gli- 
cerol en los glicerofosfolípidos. El grupo amino en C-2 lleva un ácido 
graso unido por enlace amida. El ácido graso es habitualmente saturado 
o monoinsaturado y contiene 16, 18, 22 o 24 átomos de carbono. La 


Los esfingolípidos de la superfície celular son sitios de 
reconocimiento biológico 


Cuando hace más de un siglo el físico-químico Johann 
Thudichum descubrió los esfingolípidos, su papel bioló- 
gico parecía tan enigmático como la Esfinge, por lo que 
los bautizó de este modo. En la especie humana, se han 
identificado al menos 60 esfingolípidos diferentes en las 
membranas celulares. Muchos de ellos desempeñan un 
papel especialmente importante en las membranas plas- 
máticas de neuronas y algunos de ellos constituyen 
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ceramida es el compuesto de referencia de este grupo. Otros esfingolí- 
pidos difieren en el grupo polar de cabeza (X) unido a C-1. Los ganglió- 
sidos tienen grupos de cabeza oligosacáridos muy complejos. En esta 
figura se utilizan :os símbolos estándar de los glúcidos tal como se 
muestran en la Tabla 7-1. 


claramente sitios de reconocimiento en la superficie 
celular pero sólo se ha descubierto la función específica 
de unos pocos esfingolípidos. La porción glucídica de 
ciertos esfingolípidos define los grupos sanguíneos 
humanos y, por tanto, determina el tipo de sangre que 
los individuos pueden recibir de manera segura en las 
transfusiones sanguíneas (Fig. 10-14). 

Los gangliósidos se concentran en la cara externa 

de las membranas polasmáticas, en la superficie 
exterior de las células, en donde presentan puntos de 
reconocimiento para moléculas extracelulares o superf- 


FIGURA 10-13 Las estructuras moleculares similares de dos 
tipos de lípidos de membrana. La fosfatidiicolina (glicerofostolí- 
pido) y la esfingomielina (esfingolípido) tienen dimensiones y 
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les diferentes en las membranas. 
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Ceramida Antígeno O 


Antigeno A 


Antígeno B 


FIGURA 10-14 Los glucoesfingolípidos como determinantes 
de los grupos sanguíneos. Los grupos sanguineos humanos (0, 


A, B) vienen determinados en parte por los grupos de cabeza oligosa- 
cáridos de estos glucoesfingolípidos Los mismos tres oligosacáridos se 
encuentran también unidos a ciertas proteínas sanguíneas de individuos 
de los tipos O, A y B, respectivamente. Se utilizan los símbolos estándar 
para los azúcares (véase la Tabla 7-1). 


cies de células vecinas. Los tipos y cantidades de gan- 
gliósidos en la membrana plasmática cambian drástica- 
mente durante el desarrollo embrionario. La formación 
de tumores induce la síntesis de un nuevo complemento 
de gangliósidos y se ha encontrado que concentraciones 
muy bajas de un gangliósido específico inducen la dife- 
renciación de células neuronales tumorales en cultivo. 
El síndrome de Guillain-Barré es una enfermedad 
autoinmune grave en la que el cuerpo produce anticuer- 
pos contra sus propios gangliósidos, incluidos los de las 
neuronas. La inflamación resultante daña el sistema 
nervioso periférico, lo que conduce a una parálisis tem- 
poral (o a veces permanente). En el cólera, la toxina del 
cólera producida por la bacteria intestinal Vibrio chole- 
rae entra en el interior de células sensibles después de 
unirse a gangliósidos específicos situados en la superfi- 
cie de las células epiteliales del intestino (véase el 
Recuadro 12-1). El papel biológico de diversos ganglió- 
sidos continúa siendo un terreno fecundo para futuras 
investigaciones, Y 


Los fosfolípidos y los esfingolípidos se degradan 
en los lisosomas 


La mayoría de células degradan y reemplazan continua- 
mente sus lípidos de membrana. En los lisosomas existe 
un enzima hidrolítico específico para cada uno de los 
enlaces hidrolizables de un glicerofosfolípido (Fig. 
10-15). Las fosfolipasas del tipo A eliminan uno de los 
dos ácidos grasos produciendo un lisofosfolípido. (Estas 
esterasas no atacan el enlace éter de los plasmalógenos). 
Las lisofosfolipasas eliminan el ácido graso restante. 

Los gangliósidos se degradan por un conjunto de 
enzimas lisosómicos que catalizan la eliminación secuen- 
cial de las unidades de azúcar, produciendo finalmente 
una ceramida, Un defecto genético en cualquiera de 
estos enzimas hidrolíticos lleva a la acumulación de gan- 
gliósidos en la célula, lo cual tiene consecuencias médi- 
cas importantes (Recuadro 10-1). 
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- FIGURA 10-15 Especificidad de las fosfolipasas. Las fosfolipasas A1 y 


A2 hidrolizan los enlaces éster de glicerofostolípidos intactos en C-1 y 
C-2 del glicerol, respectivamente. Cuando se ha eliminado uno de los 
ácidos grasos por una fosfolipasa de tipo A, el segundo ácido graso es 
eliminado de la molécula por una lisofosfolipasa (no se muestra en la 
figura). Las fosfolipasas C y D rompen cada una de ellas uno de los enla- 
ces fosfodiéster del grupo de cabeza. Algunas fosfolipasas actúan sola- 
mente sobre un tipo de glicerofostfolípido, tal como et fosfatidilinositol 
4 5-bifosfato (PIP2 que se muestra aquí) o la fosfatidilcolina; otras son 
menos específicas. 


Los esteroles tienen cuatro anillos hidrocarbonados 
fusionados 

Los esteroles son lípidos estructurales que se hallan 
presentes en la membrana de la mayoría de células euca- 
rióticas. La estructura característica de este quinto 
grupo de lípidos de membrana es la del núcleo esteroide 
que consiste en cuatro anillos fusionados, tres de ellos 
con seis carbonos y uno con cinco (Fig. 10-16). El 
núcleo esteroide es casi plano y relativamente rígido; los 
anillos fusionados no permiten la rotación alrededor de 
los enlaces C-—C. El colesterol es el principal esterol en 
los tejidos animales, es anfipático, con un grupo de cabe- 
za polar (el grupo hidroxilo en C-3) y un cuerpo hidro- 
carbonado apolar (el núcleo esteroide y la cadena lateral 
hidrocarbonada en C-17) que es casi tan largo como un 
ácido graso de 16 carbonos en su forma extendida. En 
otros eucariotas se encuentran esteroles similares: por 
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FIGURA 10-16 Colesterol. En esta estructura química del colesterol, 
los anillos se marcan de A a D, para simplificar la referencia a los deriva- 
dos del núcieo esteroide; los átomos de carbono se numeran en azul. El 
grupo hidroxilo en C-3 (sombreado en azul) es el grupo polar de cabeza. 
Para el almacenamiento y transporte del estero! este grupo hidroxilo se 
condensa con un ácido graso formando un éster de esteroi. 
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RECUADRO 10-1 MEDICINA Acumulación anormal de lípidos de membrana: 


algunas enfermedades genéticas humanas 


Los lípidos polares de las membranas experimentan 
un recambio metabólico constante en el que la velo- 
cidad de su síntesis está normalmente contrarresta- 
da por una velocidad de degradación igual. La degra- 
| dación de los lípidos se consigue mediante enzimas 
| hidrolíticos de los lisosomas con capacidad para 
hidrolizar un enlace específico cada uno de ellos. 
| Cuando la degradación de esfingolípidos está altera- 
| da por un defecto en uno de estos enzimas (Fig. 1), 
| los productos de la degradación parcial se acumulan 
| en los tejidos, causando una enfermedad grave. Se 
| han descubierto más de 50 enfermedades de almace- 
| namiento lisosomal, siendo todas ellas resultado de 
una sola mutación en uno de los genes de una oca 
na lisosomal. 
| Por ejemplo, la enfermedad de Niemann-Pick 
| está causada por un defecto genético raro en el enzi- 
| ma esfingomielmnasa que corta la fosfocolina de la 
esfingomielina. La esfingomielina se acumula en el 
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cerebro, bazo e hígado. La enfermedad aparece en 
los lactantes y produce retraso mental y muerte tem- 
prana. Mucho más frecuente es la enfermedad de 
Tay-Sachs en la que se acumula el gangliósido GM2 
en el cerebro y en el bazo(Fig. 2) debido a la falta del 
enzima hexosaminidasa A. Los síntomas de la enfer- 
medad de Tay-Sachs son retraso progresivo del cre- 
cimiento, parálisis, ceguera y muerte a los 3 ó 4 años 
de edad. 

El consejo genético puede predecir y evitar 
muchas enfermedades genéticas. Se han diseñado 
pruebas para detectar enzimas anormales en los 
futuros padres y, seguidamente, pruebas de DNA 
pueden determinar la naturaleza exacta del defecto 
y el riesgo que significa para la descendencia. Una 
vez producido el embarazo, se pueden hacer pruebas 
similares sobre células fetales tomando una muestra 
de una parte de la placenta (biopsia coriónica) o del 
líquido que rodea el feto (amniocentesis). 


FIGURA 1 Rutas de degradación de GM, globósido y esfingomielina 
a ceramida. Un defecto en el enzima que hidroliza un paso concreto 
se indica mediante 6) y se menciona la enfermedad que resulta de la 
acumulación de productos de la degradación parcial. 
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FIGURA 2 Micrografía elec- 
trónica de una porción de una 
célula cerebral de un lactante | 


con la enfermedad de Tay-Sa- 
chs, obtenida post mortem, en 
la que se muestran los depósi- 


en los lisosomas. [Fuente: Otis 
imboden/National Geographic/ 
Getty Images. ] 


ejemplo, el estigmasterol en plantas y el ergosterol en 
hongos. Las bacterias no pueden sintetizar esteroles; no 
obstante, unas pocas especies bacterianas pueden incor- 
porar esteroles exógenos en sus membranas. Los estero- 


les de todos los eucariotas se sintetizan a partir de 
subunidades sencillas de isopreno de cinco carbonos, lo 
mismo que las vitaminas liposolubles, las quinonas y los 
dolicoles que se describen en la Sección 10.3. 
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Además de su papel como constituyentes de las 
membranas, los esteroles son los precursores de diver- 
sos productos con actividades biológicas específicas. 
Las hormonas esteroides, por ejemplo, son potentes 
señales biológicas que regulan la expresión génica. Los 
ácidos biliares son derivados polares del colesterol 
que actúan como detergentes en el intestmo emulsio- 
nando las grasas de la dieta para hacerlas más fácilmen- 
te accesibles a las lipasas digestivas. 
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Volveremos al colesterol y a otros esteroles en capí- 
tulos posteriores para considerar la función estructural 
del colesterol en las membranas biológicas (Capítulo 11), 
la señalización por las hormonas esteroides (Capítulo 12) 
y la notable ruta biosintética del colesterol y su transpor- 
te por lipoproteínas transportadoras (Capítulo 21). 


RESUMEN 10.2 Lípidos estructurales de las membranas 


MM Los lípidos polares, que tienen cabezas polares y 
colas apolares, son componentes principales de las 
membranas. Los más abundantes son los glicerofosfolí- 
pidos que contienen ácidos grasos esterificados con dos 
grupos bidroxilo del glicerol y un segundo alcohol, el 
grupo de cabeza, esterificado con el tercer hidroxilo del 
glicerol a través de un enlace fosfodiéster. Otros lípidos 
polares son los esteroles. 

© Los glicerofosfolípidos se diferencian en la estructu- 
ra de su grupo de cabeza; la fosfatidiletanolamina y la 
fosfatidilcolina son glicerofosfolípidos comunes. Las 
cabezas polares de los glicerofosfolípidos están carga- 
das a pH cercano a 7. 

MM Las membranas de los cloroplastos son ricas en 
galactolípidos, compuestos por un diacilglicerol con uno 
o dos residuos de galactosa unidos y en sulfolípidos que 
son diacilgliceroles con un residuo glucídico sulfonado 
y, por tanto, con un grupo de cabeza cargado negativa- 
mente. 

Mi Algunas arquebacterias tienen lípidos de membrana 
singulares con grupos alquilo de cadena larga unidos 
por enlace éter con glicerol en ambos extremos y con 
residuos glucídicos y/o fosfato unidos al glicerol para 
formar un grupo de cabeza polar o cargado. Estos lípi- 
dos son estables en las drásticas condiciones en que 
viven las arquebacterias. 

E Los esfingolípidos contienen esfingosina que es un 
aminoalcoho!l alifático de cadena larga, pero no glicerol. 
La esfingomielina tiene, además del ácido fosfórico y la 
colina, dos cadenas hidrocarbonadas largas, una de ellas 
aportada por un ácido graso y la otra por la esfingosina. 
Las otras tres clases de esfingolípidos son los cerebrósi- 
dos, los globósidos y los gangliósidos que contienen 
diversos componentes glucídicos. | 


E Los esteroles tienen cuatro anillos fusionados y un 
grupo hidroxilo. El colesterol es el principal esterol en 
los animales y es, a la vez, un componente estructural 
de las membranas y un precursor de muchos esteroides. 


10.3 Lípidos como señales, cofactores 
y pigmentos 


Las dos clases funcionales de lípidos consideradas hasta el 
momento (lípidos de almacenamiento y lípidos estructu- 
rales) son componentes celulares mayoritarios; los lípidos 
de las membranas representan del 5 al 10% de la masa 
seca de muchas células y los lípidos de almacenamiento 
más del 80% de la masa de un adipocito. Si bien hay algu- 
nas excepciones importantes, estos lípidos juegan un 
papel pasivo en la célula; los combustibles lipídicos están 
almacenados hasta que son oxidados por enzimas y los 
lipídos de membrana forman barreras impermeables que 
separan las células y los compartimientos celulares. Hay 
otro grupo de lípidos que aunque son componentes celu- 
lares relativamente minoritarios tienen papeles activos en 
el tráfico metabólico en tanto que metabolitos y mensaje- 
ros. Algunos son señales potentes, tales como las hormo- 
nas transportadas en la sangre desde un tejido a otro, o 
como los mensajeros intracelulares generados en res- 
puesta a una señal extracelular (hormona o factor de 
crecimiento). Otros funcionan como cofactores enzimáti- 
cos en reacciones de transferencia de electrones en cloro- 
plastos y mitocondrias o en la transferencia de porciones 
de azúcar en un gran número de reacciones de glucosila- 
ción. Un tercer grupo consiste en lípidos con un sistema 
de doble enlaces conjugados: moléculas de pigmentos que 
absorben luz visible. Algunos de éstos actúan como pig- 
mentos que captan la luz en la visión y en la fotosíntesis; 
otros producen coloraciones naturales tales como el color 
anaranjado de calabazas y zanahorias y el amarillo de las 
plumas de canario. Finalmente, un grupo muy extenso de 
lípidos volátiles producidos en las plantas actúan de señal 
a través del aire, permitiendo que las plantas se comuni- 
quen entre sí; también son útiles para invitar animales 
amigos y disuadir enemigos. En esta sección describire- 
mos algunos de estos lípidos biológicamente activos. En 
capítulos posteriores se considerarán más detalladamente 
su síntesis y actividades biológicas. 


Los fosfatidilinositoles y algunos derivados de la 
esfingosina actúan como señales intracelulares 


El fosfatidilinositol y sus derivados fosforilados actúan a 
varios niveles para la regulación de la estructura y el 
metabolismo celulares. El fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 
(PIP,: Fig. 10-15) en el lado citoplásmico (mterior) de las 
membranas plasmáticas sirve como depósito de molécu- 
las mensajeras que se liberan en el interior de la célula 
como respuesta a señales extracelulares que interaccio- 
nan con receptores específicos de la superficie. Las seña- 
les extracelulares, tales como la hormona vasopresina 
activan una fosfolipasa C específica en la membrana, la 
cual hidroliza el PIP,, liberando dos productos que 
actúan como mensajeros intracelulares: inositol-1,4,5-tris- 
fosfato (1P,), que es hidrosoluble, y diacilglicerol, que 
permanece asociado con la membrana plasmática. El IP, 
provoca la liberación de Ca** del retículo endoplasmático. 


La combinación del diacilglicerol y del aumento de Ca”: 
citosólico activa el enzima proteína quinasa C. Mediante 
la fosforilación de proteínas específicas este enzima des- 
encadena la respuesta celular a la señal extracelular. Este 
mecanismo de señalización se describe de manera más 
detallada en el Capítulo 12 (véase la Fig. 12-11). 

Los fosfolípidos de inositol también actúan como 
puntos de nucleación para algunos complejos supramo- 
leculares que intervienen en la señalización o en la 
exocitosis. Diversas proteínas de señalización se unen 
específicamente al fosfatidilinositol 3,4,5-trisfosfato 
(PIP3) en la membrana plasmática lo que inicia la for- 
mación de complejos multienzimáticos en la superficie 
citosólica de la membrana. Así, la formación del PIP, en 
respuesta a señales extracelulares agrupa las proteínas 
en complejos de señalización en la superficie de la mem- 
brana plasmática (véase la Fig. 12-20). 

Los esfingolípidos de membrana actúan también 
como fuente de mensajeros intracelulares. Tanto las 
ceramidas como la esfingomielina (Fig. 10-12) son 
potentes reguladores de las proteína quinasas y se sabe 
que la ceramida o sus derivados intervienen en la regu- 
lación de la división celular, diferenciación, migración y 
muerte celular programada (también denominada apop- 
tosis; véase el Capítulo 12). 


Los icosanoides son portadores de mensajes a las células 
vecinas 


Los icosanoides son hormonas paracrinas, sus- 
tancias que actúan sólo en las células próximas al 
punto de síntesis de la hormona en lugar de ser trans- 
portadas por la sangre para actuar en células de otros 
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FIGURA 10-17 Ácido araquidónico y algunos de sus deriva- 

dos icosanoides. El ácido araquidónico (araquí donato a pH 7) 
es el precursor de icosanoides tales como las prostaglandinas, trom- 
boxanos y leucotrienos. En la prostaglandina PGE,, el C-8 y C-12 del ara- 
quidonato están unidos formando el característico anito de cinco áto- 
mos. En el tromboxano A, el C-8 y C-12 están unidos y se añade un 
átomo de oxigeno para formar un anillo hexagonal. Los medicamentos 
antiinflamatorios no esteroides (NSAID), tales como la aspirina y el ibu- 
profeno bloquean ta formación de prostaglandinas y tromboxanos a par- 
tir del araquidonato mediante la inhibición del enzima ciclooxigenasa 
(prostaglandina H, sintasa). El leucotrieno A, contiene una serie de tres 
dobles enlaces conjugados y una porción no ciclica. Las lipoxinas tam- 
bién son derivados acíclicos del araquidonato y contienen varios grupos 
hidroxilo 
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tejidos u órganos. Estos derivados de ácidos grasos tie- 
nen una diversidad de efectos extremadamente poten- 
tes sobre tejidos de vertebrados. Intervienen en la fun- 
ción reproductora; en la inflamación, fiebre y dolor aso- 
ciados a las lesiones o enfermedades; en la formación de 
coágulos de sangre y en la regulación de la presión san- 
guínea; en la secreción gástrica ácida y en diversos pro- 
cesos importantes en la salud o enfermedad humanas. 
Todos los icosanoides proceden del araquidonato 
(ácido araquidónico; 20:4( A $**1119) y del ácido icosa- 
pentaenoico (EPA; 20:5(A58111417)), del que toman su 
nombre general (del griego eikosi, “veinte”). Hay cua- 
tro clases principales de icosanoides: prostaglandinas, 
tromboxanos, leucotrienos y lipoxinas (Fig. 10-17). 
Los nombres de los icosanoides incluyen letras que 
designan los grupos funcionales del anillo y números 
que indican el número de dobles enlaces en la cadena 
hidrocarbonada. 

Las prostaglandinas (PG) contienen un anillo de 
cinco átomos de carbono. Su nombre proviene de la 
glándula prostática, primer tejido del que fueron aisla- 
das por Bengt Samuelsson y Sune Bergstróm. La PGE2 
y otras protaglandinas de la serie 2 se sintetizan a partir 
del araquidonato,; las prostaglandinas de la serie 3 pro- 
vienen del EPA (véase la Fig. 21-12) Las prostaglandi- 
nas tienen funciones diversas. Algunas estimulan la 
contracción del músculo liso del útero durante el parto 
o en la menstruación. Otras afectan el flujo sanguíneo a 
órganos específicos, al ciclo sueño-vigilia y a la capaci- 
dad de respuesta de ciertos tejidos a hormonas tales 
como la adrenalina y el glucagón. Prostaglandinas de un 
tercer grupo elevan la temperatura corporal (dando - 
lugar a fiebre) y causan inflamación y dolor. 
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John Vane (1927-2004), Sune Bergstróm (1916-2004), and 
Bengt Samuelsson [Fuente: Ira Wyrman/S5ygma/Corbis.] 
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Los tromboxanos (TX) tienen un anillo de seis áto- 
mos que contiene una función éter. Son producidos por las 
plaquetas (también llamadas trombocitos) y actúan en la 
formación de coágulos sanguíneos y en la reducción del 
flujo sanguíneo hacia el sitio de un coágulo. Según demos- 
tró John Vane, los antiinflamatorios no esteroides (NSAID) 
aspirina, ibuprofeno y meclofenamato, por ejemplo, inhi- 
ben el enzima prostaglandina H2 sintasa (también llamado 
ciclooxigenasa2 o COX—2), que cataliza uno de los prime- 
ros pasos en la ruta del araquidonato a prostaglandinas de 
la serie 2 y tromboxanos (véase la Figura 21-12). 

Los leucotrienos (LT), encontrados por primera 
vez en los leucocitos, contienen tres dobles enlaces 
conjugados. Son señales biológicas potentes. Por ejem- 
plo, el leucotrieno D4, derivado del leucotrieno A4, 
induce la contracción del músculo liso que recubre las 
vías aéreas del pulmón. La sobreproducción de jeuco- 
trienos produce ataques asináticos por lo que su síntesis 
constituye una de las dianas de medicamentos antias- 
máticos tales como la prednisona. La fuerte contracción 
de los músculos lisos del pulmón que tiene lugar en el 
shock anafiláctico es parte de la reacción alérgica, 
potencialmente fatal, en individuos hipersensibles a las 
picadas de abeja, penicilina y a otros agentes. 

Las lipoxinas (LX), al igual que los leucotrienos, 
son icosanoides lineales. Su característica distintiva es 
la presencia de varios grupos hidroxilo a lo largo de la 
cadena (Fig. 10-17). Estos compuestos son potentes 
agentes antiinflamatorios. Debido a que su síntesis está 
estimulada por dosis bajas (81 mg) de aspirina tomadas 
diariamente, esta baja dosis se prescribe frecuentemen- 
te a individuos con enfermedad cardiovascular. Y 
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FIGURA 10-18 Esteroides derivados del colesterol. La 

testosterona, hormona sexual masculina, se forma en los 
testículos. El estradiol, una de las hormonas sexuales femeninas, se 
produce en los ovarios y en la placenta. El cortisol y la aldosterona 
son hormonas sintetizadas en la corteza de las glándulas suprarrena- 
les; regulan el metabolismo de la glucosa y la eliminación de sal, res- 
pectivamente. La prednisona y la prednisolona son esteroides sintéti- 
cos utilizados como agentes antiinflamatorios. El brasinólido es un 
regulador de! crecimiento que se encuentra en las plantas vasculares. 


Las hormonas esteroides transportan mensajes entre 
tejidos 


Los esteroides son derivados oxidados de los 
esteroles; poseen el núcleo del esterol pero care- 
cen de la cadena alquílica unida al anillo D del colesterol 
y, por ello, son más polares que el colesterol. Las hormo- 
nas esteroides se desplazan a través del torrente circu- 
latorio (en proteínas transportadoras) desde el sitio de 
producción hasta los tejidos diana, donde entran en las 
células, se unen a proteínas receptoras altamente espe- 
cíficas en el núcleo, y provocan cambios en la expresión 
génica y, por consiguiente, en el metabolismo. Dada la 
elevadísima afinidad de los receptores hacia la hormo- 
na, son suficientes concentraciones muy bajas de hor- 
mona (nanomolar o inferior) para producir el efecto 
sobre los tejidos diana. Los principales grupos de hor- 
monas esteroides son las hormonas sexuales masculinas 
y femeninas y las hormonas de la corteza suprarrenal, el 
cortisol y la aldosterona (Fig. 10-18). Prednisona y 
prednisolona son medicamentos esteroides con poten- 
tes actividades antiinflamatorias gracias, en parte, a la 
inhibición de la liberación del ácido araquidónico por la 
fosfolipasa A, y la consiguiente inhibición de la síntesis 
de prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos y lipoxi- 
nas. Existe una amplia variedad de aplicaciones médi- 
cas de estos medicamentos, entre las que se incluye el 
tratamiento del asma y de la artritis reumatoide. Y 

Las plantas vasculares contienen brasinólido, de 
tipo esteroide (Fig. 10-18), que es un potente regula- 
dor del crecimiento al aumentar la velocidad de alarga- 
miento de los tallos y afectar la orientación de las 
microfíbrillas de celulosa de la pared celular durante el 
crecimiento. 
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Las plantas vasculares producen millares de señales 
volátiles 


Las plantas producen millares de compuestos lipofílicos 
diferentes, sustancias volátiles que utilizan para atraer 
polinadores, repeler herbívoros, atraer organismos que 
defienden las plantas contra herbívoros y para comuni- 
carse con otras plantas. Por ejemplo, el jasmonato, pro- 
cedente del ácido graso 18:3(A*”245) que se encuentra 
en los lípidos de las membranas pone en marcha las 
defensas de la planta en respuesta a las lesiones causa- 
das por insectos. El éster metílico del jasmonato confie- 
re el aroma característico del aceite de jazmín profusa- 
mente utilizado en la industria de perfumería. Gran 
parte de las sustancias volátiles de las plantas, entre 
ellas el geraniol (que da el olor característico de los gera- 
mios), el S-pineno (de los pinos), el limoneno (limas), 
mentol y carvona (véase la Fig. 1-25a), provienen de 
ácidos grasos o de compuestos formados por la conden- 
sación de unidades de isopreno de cinco carbonos. 


CH; 


CH¿=C—-CH=CH; 
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Las vitaminas A y D son precursores hormonales 


Durante las primeras décadas del siglo XX un 

foco importante de investigación en la química 
fisiológica fue la identificación de las vitaminas, com- 
puestos esenciales para la salud del ser humano y otros 
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FIGURA 10-19 Producción y metabolismo de la vitamina D.. 

(a) El colecalcifero! (vitamina D,) se produce en la piel por irra- 
diación UY del 7-deshidrocolesterol, que rompe el enlace sombreado en 
rosa. En el hígado, se añade un grupo hidroxito en C-25; en el riñón, una 
segunda hidroxilación en C-1 produce la hormona activa, la,25-dihi- 
droxivitamina D, Esta hormona regula el metabolismo del Ca” en los 
riñones, intestino y huesos. (b) La vitamina D de la dieta evita el raqui- 
tismo, enfermedad que fue común en climas fríos en los que la ropa de 
abrigo abundante bloqueaba e! componente UY de la luz solar necesario 
para la producción de vitamina D, por la piel. En este detalle, parte de un 
gran mural, obra de John Steuart Curry, The Social Benefits of Biochemi- 
cal Research (1943), las personas y los animales a la izquierda muestran 
los efectos de la nutrición deficiente entre las que se observan las pier- 
nas arqueadas de un niño con raquitismo clásico. Á la derecha se 
encuentran personas y animales más sanos gracias a “los beneficios 
sociales de la invesigación”, entre los que se incluyen la utilización de la 
vitamina D para la prevención y tratamiento del raquitismo. [Fuente: {b} 
Cortesía de Media Center, University of Wisconsin-Madison, Depart- 
ment of Biochemistry. ] 


Colecalcifero! (Vitamina D,) 
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vertebrados que no pueden ser sintetizados por estos 
animales, motivo por el cual deben ser obtenidos de la 
dieta. En los primeros estudios nutricionales se identifi- 
caron dos clases generales de este tipo de compuestos: 
los que eran solubles en disolventes orgánicos apolares 
(vitaminas liposolubles) y los que se podían extraer de 
los alimentos con disolventes acuosos (vitaminas hidro- 
solubles). En último término, el grupo liposoluble se 
resolvió en los cuatro grupos de vitaminas A, D, E y K, 
todas ellas compuestos isoprenoides sintetizados por 
condensación de múltiples unidades de isopreno. Dos 
de estos grupos (D y A) son precursores hormonales. 
La vitamina D,, también llamada colecalciferol, 
se forma normalmente en la piel a partir de 7-deshidro- 
colesterol mediante una reacción fotoquímica acciona- 
da por el componente ultravioleta de la luz solar (Fig. 
10-19a). La vitamina D,, por sí misma, no es biológica- 
mente activa pero enzimas del hígado y los riñones 
convierten este precursosr en el 1a,25-dihidroxivitami- 
na D, (calcitriol), hormona que regula la captación de 
calcio en el intestino y las concentraciones del calcio en 
el riñón y en los huesos. La deficiencia de vitamina D 
conduce a la formación defectuosa de los huesos propia 
de la enfermedad del raquitismo, que se cura de forma 
espectacular con la administración de vitamina D (Fig. 
10-19b). La vitamina D, (ergocalciferol) es un producto 
comercial formado por la irradiación UV del ergosterol 
de la levadura. La vitamina D, es similar estructural- 
mente a la D,, con una pequeña modificación en la 
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FIGURA 10-20 Vitamina A, sus precursores y derivados. (a) El £-ca- 
roteno se muestra con sus unidades estructurales de isopreno marcadas 
mediante líneas de trazos rojas. La rotura simétrica del $-caroteno produce 
dos moléculas de todo-trans-retinal. (b) que se puede seguir oxidando 
hasta ácido retinoico todo-trans, una hormona retinoide (c) o se reduce a 
todo-trans-retinol, vitamina Al (d) En la ruta de la visión el todo-trans-reti- 
no! obtenido en esta reacción, u obtenido directamente a través de la dieta, 
se puede convertir en el aldehido M-cis-retinal. (e) Este producto se com- 


cadena lateral que se une al anillo D del esterol. Ambas 
tienen los mismos efectos biológicos. La vitamina D, se 
añade habitualmente a la leche y a la mantequilla como 
suplemento dietético. Al igual que con las hormonas 
esteroides, el producto del metabolismo de la vitamina 
D, el 1la,25-dihidroxivitamina D,, regula la expresión 
génica al interaccionar con proteínas receptoras nuclea- 
res específicas (véase pp. 1156-1157). 

La vitamina A, (todo-trans-retinol) y sus meta- 
bolitos oxidados ácido retinoico y retinal actúan en los 
procesos de desarrollo, crecimiento celular y diferencia- 
ción y en la visión (Fig. 10-20). La vitamina Al o 
-caroteno de la dieta puede convertirse enzimática- 
mente en ácido retinoico todo-trans, una hormona 
retinoide que actúa a través de una familia de proteínas 
receptores nucleares (RAR, RXR, PPAR) que regulan la 
expresión génica central del desarrollo embrionario, la 
diferenciación de células madre y la proliferación celu- 
lar, El ácido retinoico todo-trans se utiliza para tratar 
ciertos tipos de leucemia siendo el principio activo del 
fármaco tretinoina (Retin-A), utilizado para tratar el 
acné severo y la piel arrugada. En el ojo de los vertebra- 
dos, el retinal unido a la proteína opsina forma el pig- 
mento fotorreceptor rodopsina. La conversión fotoquí- 


(pigmento visual de la rodopsina) 


(e) (f) 


bina con la proteína opsina formando la rodopsina (no mostrada), pigmento 
visual muy utilizado en la naturaleza, En la oscuridad, e! retinal de la rodop- 
sina se encuentra en la forma 1}-cis (c) Cuando se excita una molécula de 
rodopsina cor luz visible, el 11-cis-retinal experimenta una serie de reaccio- 
nes fotoquímicas que lo convierten en todo-trans-retinal (f) forzando un 
cambio en la forma de la molécula completa de rodopsina, Esta transforma- 
ción en los bastones Ge la retina de los vertebrados envía una señal eléctrica 
hacia el cerebro que es ¡a base de la transducción visual (véase la Fig. 12-14). 


mica del 11-c¿s retinal en retinal todo-trans es el acon- 
tecimiento fundamental de la visión (véase la Fig. 
12-14). 

A diferencia de la mayoría de vitaminas, la vitamina 
A puede almacenarse durante cierto tiempo en el cuer- 
po (principalmente en forma de éster del ácido palmíti- 
co, en el hígado). La vitamina A se aisló por primera vez 
a partir de aceites de hígado de pescados; los huevos, la 
leche entera y la mantequilla también son buenas fuen- 
tes presentes en la dieta, Otra fuente es el £fcaroteno 
(Fig. 10-20), el pigmento que proporciona el color 
característico de las zanahorias, boniatos y otros vege- 
tales amarillos. El caroteno es uno de los muchos 
(>700) carotenoides, productos naturales con un 
extenso sistema característico de dobles enlaces conju- 
gados, que permite su fuerte absorción de la luz visible 
(450-470 nm). 

La deficiencia de vitamina A en las mujeres embara- 
zadas puede producir malformaciones congénitas y 
retraso mental en el niño. En los adultos la vitamina A 
es también esencial para la visión, la inmunidad y la 
reproducción. El déficit de vitamina A produce diversos 
síntomas, entre ellos la sequedad de la piel, de los ojos 
y de las membranas mucosas, así como ceguera noctur- 


na que es un síntoma temprano utilizado normalmente 
en el diagnóstico de la carencia de vitamina A. Se calcu- 
la que, en el tercer mundo, la carencia de vitamina A 
produce un millón o más de casos de ceguera o muerte 
cada año. Una estrategia efectiva para proporcionar 
vitamina A es la ingeniería metabólica de variedades de 
arroz para que produzcan grandes cantidades de ¿£-ca- 
roteno. El arroz contiene toda la maquinaria enzimática 
para producir -caroteno en sus hojas, pero estos enzi- 
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FIGURA 10-21 Arroz enriquecido en caroteno. Unos 200 millones de muje- 
res y niños en todo el mundo sufren carencia de vitamina À causa de 500.000 
casos de ceguera irreversible y hasta 2 millones de muertes anuales, especial- 
mente cuando el arroz es el alimento básico. Un proyecto humanitario interna- 
cional -Golden Rice Project- ha hecho avanzar mucho para solucionar esta crisis 
sanitaria. Los granos de arroz normales (izquierda) no producen ¿-caroteno, 
precursor metabólico de la vitamina A. Mediante ingeniería genética se han 
obtenido plantas de arroz que producen -caroteno en el grano, el cual adquiere 
el color amarillo del caroteno (derecha). Un suplemento de Golden Rice en la 
dieta proporciona el 4-caroteno suficiente para evitar la carencia de vitamina A 
y sus trágicas consecuencias para la salud. [Fuente: Golden Rice Humanitarian 
Board (www.goldenrice.org).] 


mas son menos activos en el grano. La introducción de 
dos genes en el arroz ha dado como resultado el “arroz 
dorado” con granos muy enriquecidos en -caroteno 


(Fig. 10-21). 2 


Las vitaminas E y K y las quinonas lipídicas son cofactores 
de oxidación-reducción 


La vitamina E es el nombre colectivo de un 
grupo de lípidos estrechamente relacionados 
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FIGURA 10-22 Otros compuestos isoprenoides, o derivados, biológi- 
camente activos. Las unidades procedentes del isopreno se hallan mar- 
cadas por tíneas de trazos rojas. En la mayoría de los tejidos de los 
mamiferos, la ubiquinona (también llamada coenzima Q) tiene diez uni- 


1 l l 
t l 1 


dades de isopreno. Los dolicoles de animales tienen entre 17 y 21 unida- 
des de isopreno (de 85 a 105 átomos de carbono), los dolicoles de bac- 
terias tienen T1 y los de plantas y hongos tienen entre 14 y 24. 
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Henrik Dam, 1895-1976 
[Fuente: Science Source.] 


Edward A. Doisy, 1893-1986 
[Fuente: National Library of Medicine/ 
Science Photo Library/Science Source. ] 


denominados tocoferoles que contienen un anillo aro- 
mático sustituido y una cadena lateral isoprenoide larga 
(Fig. 10-22a). Dado que son hidrofóbicos, los tocofero- 
les se asocian con las membranas celulares, depósitos 
lipídicos y lipoproteínas de la sangre. Los tocoferoles 
son antioxidantes biológicos. El anillo aromático reac- 
ciona con las formas más reactivas de radicales del oxí- 
geno y otros radicales libres destruyéndolas y prote- 
giendo, de este modo, de la oxidación los ácidos grasos 
insaturados y previniendo así las lesiones oxidativas de 
los lípidos de las membranas, lo cual puede causar fra- 
gilidad celular. Los tocoferoles se encuentran en los 
huevos y aceites vegetales siendo especialmente abun- 
dantes en el germen de trigo. En animales de laborato- 
rio sometidos a dietas carentes de vitamina E aparece 
piel escamosa, debilidad muscular, pérdida de peso y 
esterilidad. La deficiencia de vitamina E en seres huma- 
nos es muy rara; el principal síntoma es la fragilidad de 
los eritrocitos. 

El anillo aromático de la vitamina K (Fig. 10-22b) 
experimenta un ciclo de oxidación y reducción durante 
la formación de la protrombina activa, una proteína del 
plasma sanguíneo esencial para la formación del coágu- 
lo sanguíneo. La protrombina es un enzima proteolítico 
que rompe enlaces peptídicos de la proteína sanguínea 
fibrinógeno, convirtiéndola en fibrina, la proteína fibro- 


Cantaxantina 
(rojo brillante) 


Zeaxantina 
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FIGURA 10-23 Los lípidos como pigmentos en plantas y en las plu- 
mas de las aves. Los compuestos que contienen extensos sistemas con- 
jugados absorben luz de la región visible del espectro. Diferencias sutiles 
en la química de estos compuestos producen pigmentos de colores sor- 
prendentemente diferentes. Las aves adquieren los pigmentos que colo- 


sa insoluble que mantiene unidos los coágulos de sangre 
(véase la Fig. 6-40). Henrik Dam y Edward A. Doisy 
descubrieron de forma independiente que la deficiencia 
de vitamina K da lugar a una coagulación de la sangre 
más lenta que puede ser fatal. La deficiencia de vitami- 
na K es muy rara en humanos, aparte de un pequeño 
porcentaje de lactantes que padecen enfermedades 
hemorrágicas del recién nacido, un trastorno potencial- 
mente fatal. En Estados Unidos, los recién nacidos 
reciben rutinariamente una inyección de 1 mg de vita- 
mina K. La vitamina K, (filoquinona) se encuentra en 
las hojas de las plantas verdes mientras que una forma 
relacionada, la vitamina K, (menaquinona) es sintetiza- 
da por las bacterias que residen en el intestino de los 
vertebrados. 

La warfarina (Fig. 10-22c) es un compuesto sintéti- 
co que inhibe la formación de protrombina activa. Es 
muy venenoso para las ratas a las que les produce la 
muerte por hemorragia interna. Curiosamente, este 
potente rodenticida es también un valioso medicamento 
anticoagulante para el tratamiento de los pacientes con 
riesgo de coagulación excesiva de la sangre, tales como 
los pacientes operados y los que sufren trombosis coro- 
naria. E 

La ubiquinona (también llamada coenzima Q) y la 
plastoquinona (Fig. 10-22d, e), son isoprenoides que 
funcionan como transportadores lipofílicos de electro- 
nes en las reacciones de oxidación-reducción que 
impulsan la síntesis de ATP en la mitocondria y en los 
cloroplastos, respectivamente. Tanto la ubiquinona 
como la plastoquinona pueden aceptar bien uno bien 
dos electrones al tiempo que uno o dos protones (véase 
la Fig. 19-3). 


Los dolicoles activan precursores glucídicos para la 
biosíntesis 


Durante la formación de los glúcidos complejos de las 
paredes celulares bacterianas así como en la adición de 
unidades polisacáridas a ciertas proteínas (glucoproteí- 
nas) y lípidos (glucolípidos) en eucariotas, las unidades 
glucídicas que se han de adicionar están activadas quí- 


rean sus plumas de rojo o amarillo al ingerir materiales vegetales que 
contienen pigmentos carotenoides tales como la cantaxantina y la zea- 
xantina. Las diferencias de pigmentación entre aves machos y hembras 
son el resultado de diferencias en la captación intestinal y en la modifi- 
cación de los carotenoides. [“uentes: Cardenal rojo: Dr. Dan Sudia/ 
Science Source. Jilguero: Richard Day/WIRTO. ] 
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micamente mediante unión a alcoholes isoprenoides 
denominados dolicoles (Fig. 10-226). Estos compues- 
tos tienen interacciones hidrofóbicas fuertes con los 
lípidos de membrana, anclando los glúcidos unidos a la 
membrana en donde participan en reacciones de trans- 
ferencia de glúcidos. 


Muchos pigmentos naturales son dienos conjugados 
lipídicos 

Los dienos conjugados tienen cadenas carbonadas en 
las que se alternan enlaces dobles y sencillos. Debido a 
que este ordenamiento estructural permite la deslocali- 
zación de electrones, los compuestos se pueden excitar 
mediante radiación electromagnética de baja energía 
(luz visible), confiriéndoles coloración visible tanto a los 
humanos como a otros animales. El caroteno (Fig. 
10-20) es amarillo anaranjado; compuestos parecidos 
son responsables de los llamativos colores rojo, naranja 
o amarillo de las plumas de las aves (Fig. 10-23). Lo 
mismo que los esteroles, esteroides, dolicoles, vitaminas 
A, E, D y K, ubiquinona y plastoquinona, estos pigmen- 
tos se sintetizan a partir de derivados del isopreno de 
cinco carbonos; la ruta biosintética se describe detalla- 
damente en el Capítulo 21. 


Los policétidos son productos naturales con actividades 
biológicas potentes 


Los policétidos forman un grupo variado de 

lípidos con rutas biosintéticas similares a las de 
los ácidos grasos (condensación de Claisen). Son 
metabolitos secundarios, compuestos que no son de 
importancvia esencias] en el metabolismo de un orga- 
nismo pero que tienen alguna función subsidiaria que 
comunica a los organismos que los producen una ven- 
taja en un nicho ecológico determinado. Muchos policé- 
tidos tienen utilidad en medicina como antibióticos 
(eritromicina), antifúngicos (anfotericina B) o inhibi- 
dores de la síntesis del colesterol (lovastatina) (Fig. 
10-24). 5 


Anfotericina B (antifúngico) 


FIGURA 10-24 Tres policétidos naturales utilizados 
en medicina humana. 


RESUMEN 10.3 Los lípidos como señales, cofactores 
y pigmentos 


Mi Algunos tipos de lípidos, aunque presentes en can- 
tidades relativamente pequeñas, tienen papeles esen- 
ciales como cofactores o señales. 

E El fosfatidilinositol bisfosfato se hidroliza dando dos 
mensajeros intracelulares, el diacilglicerol y el inositol 
1,4,5-trisfosfato. El fosfatidilinositol 3,4,5-trisfosfato cons- 
tituye un punto de nucleación para los complejos proteicos 
supramoleculares que actúan en la señalización biológica. 
MM Las prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos y 
lipoxinas, todos ellos icosanoides procedentes del ara- 
quidonato, son hormonas muy potentes. 

© Las hormonas esteroides, tales como las hormonas 
sexuales, provienen de los esteroles y actúan como 
señales biológicas potentes, alternado la expresión géni- 
ca en las células diana. 

MB” Las vitaminas A, D, E y K son compuestos liposolu- 
bles formados por unidades de isopreno. Todas tienen 
papeles esenciales en el metabolismo o la fisiología de 
los animales. La vitamina D es el precursor de una hor- 
mona que regula el metabolismo del calcio. La vitamina 
A proporciona el pigmento visual del ojo de los verte- 
brados y actúa como regulador de la expresión génica 
durante el crecimiento de las céluias epiteliales. La 
vitamina E actúa en la protección de los lípidos de mem- 
brana frente a la lesión oxidativa y la vitamina K es 
esencial en el proceso de coagulación de la sangre. 

E Las ubiquinonas y plastoquinonas también son deri- 
vados isoprenoides que actúan como transportadores 
de electrones en las mitocondrias y cloroplastos, res- 
pectivamente. 

E Los dolicoles activan y anclan sobre membranas 
celulares glúcidos utilizados en la síntesis de glúcidos 
complejos, glucolípidos y glucoproteínas. 

E Los pigmentos de las flores y frutos y las que dan 
sus colores llamativos a las plumas de las aves son die- 
nos conjugados lipídicos. 

MM Los policétidos son productos naturales muy usados 
en medicina. 
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10.4 Trabajando con lípidos 


Debido a que los lípidos son insolubles en agua, su 
extracción y el posterior fraccionamiento requieren la 
utilización de disolventes orgánicos y algunas técnicas 
poco usadas en la purificación de moléculas hidrosolu- 
bles tales como las proteínas y los glúcidos. En general, 
las mezclas complejas de lípidos se separan por las dife- 
rencias en la polaridad o solubilidad en disolventes 
apolares. Los lípidos que contienen ácidos grasos en 
enlace éster o amida se pueden hidrolizar tratándolos 
con un ácido o un álcali o con enzimas hidrolíticos espe- 
cíficos (fosfolipasas, glucosidasas) para analizar sus 
componentes. Algunos métodos comúnmente utilizados 
para el análisis de lípidos se muestran en la Figura 
10-25 y se estudian a continuación. 


La extracción de lípidos requiere la utilización de 
disolventes orgánicos 


Los lípidos neutros (triacilgliceroles, ceras, pigmentos, 
etc.) se extraen fácilmente de los tejidos con éter etíli- 
co, cloroformo o benceno, disolventes en los que no se 
produce la agregación de lípidos promovida por el efec- 
to hidrofóbico. Los lípidos de membrana se extraen 
mejor con disolventes orgánicos más polares, tales 
como etanol o metanol que reducen las interacciones 
hidrofóbicas entre las moléculas de lípidos pero que 
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también debilitan los puentes de hidrógeno y las inte- 
racciones electrostáticas que unen los lípidos de mem- 
brana a las proteínas de membrana. Una solución 
extractiva muy utilizada es una mezcla de cloroformo, 
metanol y agua, inicialmente en proporciones que sean 
miscibles produciendo una sola fase (1:2:0,8). Después 
de homogenar el tejido en este disolvente para extraer 
todos los lípidos, se añade más agua al extracto resul- 
tante, que se separa en dos fases, metanoVagua (fase 
superior) y cloroformo (fase inferior). Los lípidos per- 
manecen en el cloroformo, y las moléculas más polares 
tales como proteínas y glúcidos se sitúan en la fase polar 
de metanol/agua (Fig. 10-25a). 


La cromatografía de adsorción separa los lípidos de 
polaridad diferente 


Las mezclas complejas de lípidos tisulares se pueden frac- 
cionar mediante procedimientos cromatográficos basados 


- en la diferente polaridad de cada clase de lípido(Fig. 


10-25b). En la cromatografía de adsorción, se empaqueta 
un material polar insoluble, tal como el gel de sílice (una 
forma de ácido silícico, Si(OH),) en una columna de vidrio 
aplicándose la mezcla de lípidos (en solución de clorofor- 
mo) en la parte superior de la columna. (En cromatogra- 
fía líquida de alta resolución, la columna tiene un diáme- 
tro menor y los disolventes se fuerzan a pasar a través de 
la columna a altas presiones). Los lípidos polares se fijan 
fuertemente al ácido silícico polar mientras que los lípidos 
neutros pasan directamente a través de la columna y 
emergen en el primer lavado con cloroformo. A continua- 
ción se eluyen los lípidos polares, en orden de polaridad 
creciente, lavando la columna progresivamente con disol- 
ventes de mayor polaridad. Los lípidos polares pero sin 
carga (cerebrósidos, por ejemplo) se eluyen con acetona 
y los lípidos muy polares o cargados (tales como los glice- 
rofosfolípidos), se eluyen con metanol. 

La cromatografía en capa fina sohre ácido silícico 
utiliza el mismo principio (Fig. 10-25b). Se distribuye 
una fina capa de gel de sílice sobre una placa de vidrio 
a la que se adhiere. Se aplica una pequeña muestra de 
lípidos disueltos en cloroformo cerca del borde de la 
placa la cual se sumerge en un recipiente poco profundo 
con un disolvente orgánico, o una mezcla de disolven- 


FIGURA 10-25 Procedimientos comunes utilizados en la extracción, 
separación e identificación de lípidos celulares. (a) Se homogeniza el 
tejido en una mezcla cioroformo/metanol/agua, la cual al añadir más 
agua y eliminar el sedimento no extraíble por centrifugación proporciona 
dos fases. (b) Las clases principales de lípidos extraídas en la fase cloro- 
formo pueden separarse en primer lugar mediante cromatografía en capa 
fina (TLC) en la que los lípidos son arrastrados sobre una placa recubierta 
con gel de sílice por un frente de disolvente ascendente. Los lípidos 
menos polares se desplazan más rápidamente que los lípidos más poľa- 
res o los que están cargados. También se puede utilizar la cromatografía 
de adsorción en columna de gel de sílice a través de la que se hacen 
pasar disolventes de polaridad creciente. Por ejemplo, la cromatografía en 
columna con disolventes adecuados puede utilizarse para separar espe- 
cies lipídicas muy semejantes tales como fosfatidilserina, fosfatidilglicerol 
Una vez separados se puede determinar el complemento de ácidos gra- 
sos de cada lipido mediante espectrometría de masas. (c) De modo 
alternativo mediante la técnica del “shotgun” (escopeta), se puede some- 
ter un extracto de lípidos sin fraccionar directamente a espectrometría de 
masas de alta resolución de diferentes tipos y bajo condiciones diferentes 
para determinar la composición total de lípidos, es decir, el lipidoma 


tes, contenidos dentro de una cámara cerrada saturada 
con vapor del disolvente. A medida que el disolvente 
asciende por la placa por acción de la capilaridad arras- 
tra consigo los lípidos. Los lípidos menos polares son los 
que se desplazan más rápidamente ya que tienen menos 
tendencia a unirse al ácido silícico. Después de su sepa- 
ración se pueden detectar los lípidos pulverizando sobre 
la placa con un colorante (rodamina) que presenta fluo- 
rescencia cuando se asocia con lípidos o bien exponien- 
do la placa a los vapores de yodo. El yodo reacciona 
reversiblemente con los dobles enlaces de los ácidos 
grasos confiriendo a los lípidos que los contengan un 
color amarillo o marrón. Existe una gran variedad de 
reactivos que se pulverizan y que son también útiles en 
la detección de lípidos específicos. Para el análisis pos- 
terior, se pueden rascar de la placa las regiones que 
contienen los lípidos separados recuperándolos por 
extracción con un disolvente orgánico. 


La cromatografía de gases separa las mezclas de 
derivados lipídicos volátiles 


La cromatografía de gases (GC) separa los componen- 
tes volátiles de una mezcla según sus tendencias relati- 
vas a disolverse en el material inerte empaquetado en la 
columna cromatográfica o a volatilizarse desplazándose 
a través de la columna arrastrados por una corriente de 
un gas imerte tal como el helio. Algunos lípidos son de 
naturaleza volátil pero la mayoría han de modificarse 
previamente para aumentar sn volatilidad (esto es, dis- 
minuir su punto de ebullición). Para el análisis de los 
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FIGURA 10-26 Determinación de la estructura de un ácido graso por 
espectrometría de masas. El ácido graso se convierte en primer lugar en 
un derivado que minimiza la migración de los dobles enlaces cuando se 
fragmenta la molécula mediante bombardeo por electrones. El derivado 
aquí mostrado es un éster picolinilo del ácido linoleico, 18:2(A"3 (Mr 
371), en el que el alcohol es el picolinol (rojo). Cuando se bombardea 
con una corriente de electrones, esta molécula se volatiliza y se con- 
vierte en el ión inicial (M*; Mr 371), en el que el átomo de N lleva una 
carga positiva, y en una serie de fragmentos menores producidos por 
rotura de enlaces C—C en el ácido graso. El espectrómetro de masas 
separa estos fragmentos cargados según su razón masa/carga (my/Z). 
(Para revisión de los principios de la espectrometría de masas véanse las 
pp 100-102). 


— 
e E, EA 
co 


— 
O -sann 
Eh 


206 


60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 


10.4 Trabajando con lípidos 381 


ácidos grasos presentes en una muestra de fosfolípidos, 
se someten primeramente a transesterificación: se 
calientan en una mezcla metano//HC] o metanoVNaOH, 
que convierte los ácidos grasos que esterificaban al gli- 
cerol en sus ésteres metílicos. Se aplican a continuación 
estos ésteres metílicos de los acilos grasos en una 
columna de cromatografía gas-líquido y se calienta ésta 
para volatilizar los compuestos. Aquellos ésteres de 
acilo graso más solubles en el material de la columna se 
reparten (disuelven) en el mismo; los menos solubles 
son arrastrados por la corriente de gas inerte y emergen 
en primer lugar de la columna. El orden de elución 
depende de la naturaleza del adsorbente sólido de la 
columna y del punto de ebullición de los componentes 
de la mezcla lipídica. Con la utilización de estas técnicas 
se pueden separar completamente mezclas de ácidos 
grasos con diferentes longitudes de cadena y diversos 
grados de insaturación. 


La hidrólisis específica ayuda a determinar la estructura 
lipídica 

Ciertas clases de lípidos son susceptibles de degrada- 
ción en condiciones específicas. Por ejemplo, todos los 
ácidos grasos unidos por enlace éster en los triacilglice- 
roles, fosfolípidos y ésteres de esteroles se liberan 
mediante tratamiento ácido o alcalino suave mientras 
que un tratamiento algo más fuerte libera los ácidos 
grasos unidos por enlace amida de los esfingolípidos. 
Los enzimas que hidrolizan específicamente ciertos lípi- 
dos también son útiles en la determinación de la estruc- 
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Los iones prominentes a m/z = 92, 108, 151 y 164 contienen ei anillo de 
piridina del picolinol y varios fragmentos del grupo carboxilo, lo que 
demuestra que el compuesto es, desde luego, un éster picolinilo. El ¡ón 
molecular (m/z = 371) confirma la presencia de un ácido graso C., con 
dos dobles enlaces. La serie uniforme de ¡ones separados par 14 unidades 
de masa atómica (u) representa la pérdida de sucesivos grupos metilo y 
metileno desde el extremo metilo de la cadena acílica (empezando en el 
C-18; el extremo derecho de la molécula tal como se muestra aquí), hasta 
que se llega al ión de myz = 300. A este le sigue un hueco de 26 u para 
los carbonos del doble enlace terminal con my2 = 274; otro hueco de 14 u 
para el grupo metileno C-M a myz = 260 y así sucesivamente. De esta 
manera se determina la estructura completa, aunque estos datos por sí 
solos na revelan la configuración (cis o trans) de los dobles enlaces. 
[Fuente: W. W. Christie, Lipid Technol. 8:64, 1996. ] 
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Oleato, estearil.CoA, palmitilcarnitina 
Di- y triacilgliceroles 

Fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina 
Esfingomielina, gangliósido GM2 

Colesterol, progesterona, ácidos biliares 


Farnesol, geraniol, retinol, ubiquinona 


D 


TABLA 10-2 Łasocho categorías principales de lipidos biológicos 
- Categoría Código de la categoría Ejemplos 
| Ácidos grasos FA 
; Glicerolípidos GL 
| Glicerofosfolípidos GP 
Esfingolípidos SP 
Lípidos esteroles ST 
| Lípidos prenoles PR 
| Sacarolípidos SL 


| Policétidos PK 


tura lipídica. Las fosfolipasas A, C y D (Fig. 10-15) 
hidrolizan enlaces específicos en los fosfolípidos dando 
productos de solubilidad y comportamiento cromato- 
gráfico característicos. La fosfolipasa C, por ejemplo, 
libera un fosforil alcohol hidrosoluble (tal como la fosfo- 
colina en la fosfatidilcolina) y un diacilglicerol soluble 
en cloroformo, cada uno de los cuales se puede caracte- 
rizar separadamente para determinar la estructura del 
fosfolípido intacto. La combinación de hidrólisis especí- 
fica con caracterización de los productos por cromato- 
grafía en capa fina, cromatografía gas-líquido o croma- 
tografía líquida de alta resolución permite, a menudo, la 
determinación de la estructura de un lípido. 


La espectrometría de masas revela la estructura lipídica 
completa 


Para establecer sin ambigúedades la longitud de una 
cadena hidrocarbonada o la posición de los dobles enla- 
ces, es de gran valor el análisis por espectrometría de 
masas de los lípidos o de sus derivados volátiles. Las 
propiedades químicas de lípidos similares (por ejemplo, 
dos ácidos grasos de longitud similar insaturados en 
posiciones diferentes o dos isoprenoides con un número 
diferente de unidades isopreno) son muy parecidas 
pero, a menudo, la posición de elución utilizando varios 
métodos cromatográficos no los distingue entre sí. Sin 
embargo, cuando se acopla un espectrómetro de masas 
a la salida de una columna cromatográfica, los compo- 
nentes de la mezcla lipídica pueden ser separados e 
identificados simultáneamente por su patrón de frag- 
mentación característico (Fig. 10-26). Con el aumento 
de la resolución de la espectrometría de masas, es posi- 
ble identificar lípidos concretos en mezclas muy com- 
plejas sin tener que fraccionar previamente los lípidos 
de un extracto crudo. Este método de “escopeta” (Fig. 
10-250) evita pérdidas durante la separación preliminar 
de las subclases de lípidos y además es más rápido. 


La lipidómica pretende catalogar todos los lípidos y sus 
funciones 


A medida que los bioquímicos especializados en lípidos 
se han dado cuenta de los miles de lípidos presentes en 
la naturaleza han procedido a crear una base de datos 
análoga al Protein Data Bank. El LIPID MAPS Lipido- 
mics Gateway (www.lipidmaps.org) tiene su propio sis- 
tema de clasificación que sitúa cada especie lipídica en 
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una de ocho categorías, cada una de las cuales se desig- 
na mediante dos letras (Tabla 10-2). Dentro de cada 
categoría se establecen distinciones más finas mediante 
clases y subelases numeradas. Por ejemplo, todas las 
glicerofosfocolinas pertenecen a GP01. El subgrupo de 
las glicerofosfocolinas con dos ácidos grasos en enlace 
éster se designa GP0101; el subgrupo con un ácido graso 
unido por enlace éter en la posición 1 y un enlace éster 
en la posición 2, constituye GP0102. Los ácidos grasos 
específicos se designan con números que proporcionan 
a cada lípido su propio identificador único, de modo que 
cada lípido concreto, incluidos tipos de lípidos aún no 
descubiertos, se puede describir sin ambigúedad en tér- 
minos de un identificador de 12 caracteres, el LM_ID. Un 
factor utilizado en esta clasificación es la naturaleza del 
precursor biosintético. Por ejemplo, los lípidos prenóli- 
cos (tales como los dolicoles y las vitaminas E y K, por 
ejemplo) se forman a partir de precursores isoprenilo. 

Las ocho categorías químicas de la Tabla 10-2 no 
coinciden perfectamente con las divisiones según la 
categorización menos formal de acuerdo con la función 
biológica que hemos utilizado en este capítulo. Por 
ejemplo, los lípidos estructurales de membrana inclu- 
yen tanto glicerofosfolípidos como esfingolípidos que se 
consideran categorías separadas en la Tabla 10-2. Cada 
método de categorización tiene sus ventajas. 

La aplicación de las técnicas espectrometría de 
masas de alta resolución puede proporcionar catálogos 
cuantitativos de todos los lípidos presentes en un tipo 
celular específico —<l lipidoma- en condiciones deter- 
minadas y de las formas en las que el lipidoma se modi- 
fica con la diferenciación, enfermedades tales como el 
cáncer o en el tratamiento con fármacos. Una célula 
animal contiene alrededor de un millar de especies lipí- 
dicas diferentes, cada una de las cuales tiene, probable- 
mente, una función específica, Se conocen estas funcio- 
nes para un número creciente de lípidos, pero el lipido- 
ma, en gran parte sin explorar, ofrece una fuente de 
nuevos problemas que ha de resolver la próxima gene- 
ración de bioquímicos y biólogos celulares. 


RESUMEN 10.4 Trabajando con lípidos 


E En la determinación de la composición lipídica, los 
lípidos se extraen primero de los tejidos con disolven- 
tes orgánicos y se separan mediante cromatografía en 
capa fina, gas-líquido o cromatografía líquida de alta 
resolución. 


Æ Se pueden utilizar fosfolipasas específicas para uno 
de los enlaces de un fosfolípido para generar compues- 
tos más sencillos para su posterior análisis. 

E Los lípidos individuales se identifican por su compor- 
tamiento cromatográfico, su susceptibilidad a la hidrólisis 
por enzimas específicos o por espectrometría de masas. 
E La espectrometría de masas de alta resolución permi- 
te el análisis de mezclas crudas de lípidos sin necesidad 
de fraccionamiento previo: la técnica de la “escopeta”. 
E La lipidómica combina técnicas analíticas muy 
potentes para determinar la composición total de lípi- 
dos de una célula o tejido (el lipidoma) y para reunir 
bases de datos comentadas que permiten la compara- 
ción entre lípidos de diferentes tipos celulares y bajo 
condiciones diferentes. 


I Términos clave 
Todos los términos en negrita están definidos en el glosario. 


ácido graso 359 
ácidos grasos 
poliinsaturados 
(PUFA) 361 
triacilgliceroles 362 
lipasas 362 
fosfolípido 365 
glucolípido 365 
glicerofosfolípido 365 
lípido con enlace éter 366 
plasmalógeno 367 
galaciolípido 367 
esfingolípido 368 
ceramida 368 
esfingomielina 368 
glucoesfingolípido 368 
cerebrósido 3368 
globósido 368 


gangliósido 368 

esterol 370 

colesterol 370 

prostaglandina (PG) 373 

tromboxano (TX) 374 

leucotrieno (LT) 374 

lipoxina (LX) 374 

vitamina 375 

vitamina D, 375 

colecalciferol 375 

vitamina A, 
(todo-trans-retinol) 376 

vitamina E 377 

tocoferol 378 

vitamina K 378 

dolicol 379 

policétido 379 

lipidoma 382 


E Problemas 


1. Definición operacional de lípidos ¿En qué aspecto es 
diferente la definición de “lípido” de los tipos de definiciones 
utilizados con otras biomoléculas tales como aminoácidos, áci- 
dos nucleicos y proteínas? 


2. Estructura de un ácido graso omega-6 Dihuje la estruc- 
tura del ácido omega-6 correspondiente a 16:1. 


3. Punto de fusión de los lípidos Los puntos de fusión de 
una serie de ácidos grasos de 18 carbonos son: ácido esteárico 
69,6%C; ácido oleico; 13,4C; ácido linoleico; -5°C y ácido lino- 
lénico -11*C. 
(a)¿Qué aspecto estructural de estos ácidos grasos de 18 
carbonos puede correlacionarse con el punto de fusión? 
(b) Dibuje todos los triacilgliceroles posibles que se pue- 
den construir a partir de glicerol, ácido palmítico, y ácido 
oleico, Ordénelos según el incremento en su punto de fusión. 
(c) Los ácidos grasos de cadena ramificada se encuentran 
en lípidos de membrana de algunas bacterias. ¿Su presencia 
aumenta o disminuye la fuidez de las membranas (es decir, 
tienen éstas puntos de fusión menores o mayores)? ¿Por qué? 


4. Hidrogenación catalítica de aceites vegetales La hi- 
drogenación catalítica, utilizada en la industria alimentaria, 
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convierte dobles enlaces en los ácidos grasos de los triacilgli- 
ceroles del aceite en —CH,-CH,-. ¿De qué modo afecta esto a 
las propiedades físicas de los aceites? 


5. Impermeabilidad de las ceras ¿Qué propiedad de las 
cutículas céreas que cubren las hojas de las plantas hace que 
las cutículas sean impermeables al agua? 


6. Nomenclatura de estereoisómeros lipídicos Los dos 
compuestos representados a continuación son estereoisóme- 
ros de la carvona con propiedades muy diferentes; el de la iz- 
quierda huele a hierbabuena mientras que el de la derecha 
huele como la alcaravea. Nombre los compuestos utilizando el 


sistema RS. 
H H Y 


Hierbabuena Alcaravea 


7. Designaciones RS de la alanina y el lactato Dibuje 
(utilizando la notación de cuñas para los enlaces) y marque los 
isómeros (F) y (S) del ácido 2-aminopropanoico (alanina) y 
del ácido 2-hidroxipropanoico (ácido láctico) 
H H 
' | 
~ C~COOH -G COOH 
HN `ch, HO” `ch, 
Ácido 2-hidroxipropanoico 
(ácido láctico) 


Ácido 2-aminopropanoico 
(alanina) 


8. Componentes hidrofóbicos e hidrofílicos de los lípi- * 
dos de membrana Un rasgo estructural común de los lípidos 
de membrana es su naturaleza anfipática. Por ejemplo, en la 
fosfatidilcolina, las dos cadenas de ácido graso son hidrofóbi- 
cas y el grupo de cabeza fosfocolina es hidrofílico. De cada uno 
de los siguientes lípidos de membrana indique los componen- 
tes que constituyen las unidades hidrofóbicas y las hidrofíli- 
cas: (a) fosfatidiletanolamina; (b) esfingomielina; (c) 
galactosilcerebrósido; (d) gangliósido; (e) colesterol. 


9. Deducción de la estructura lipídica a partir de la 
composición El análisis de la composición de cierto pido 
muestra que tiene exactamente un mol de ácido graso por 
molécula de fosfato inorgánico. ¿Podría tratarse de un glicero- 
fosfolípido? ¿De un gangliósido? ¿De una esfingomielina? 


10. Deducción de la estructura lipídica a partir de la 
razón molar de los componentes La hidrólisis completa de 
un glicerofosfolípido da glicerol, dos ácidos grasos (16:1(A?) y 
16:0), ácido fosfórico y serina en proporción molar 1:1:1:1. 
Nombre este lípido y dibuje su estructura. 


11. Lípidos en la determinación del grupo sanguí- 
neo Hemos puesto de manifiesto en la Figura 10-14 que la 
estructura de los glucoesfingolípidos determina los grupos 
sanguíneos A, B y O en la especie humana. También es cierto 
que las glucoproteínas determinan los grupos sanguíneos. 
¿Cómo pueden ser ciertas ambas afirmaciones? 


12. Acción de las fosfolipasas Los venenos de la 

serpiente de cascabel del este de los Estados Unidos y 
de la cobra de la India contienen fosfolipasa A, que cataliza la 
hidrólisis de ácidos grasos en la posición C-2 de glicerofosfolí- 
pidos. El producto de esta reacción de rotura del fosfolípido es 
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la lisolecitina (la lecitina es fosfatidilcolina). A elevadas con- 
centraciones, éste y otros lisofosfolípidos actúan como deter- 
gentes, disolviendo la membrana de los eritrocitos y lisando las 
células. La hemólisis generalizada puede ser amenazadora 
para la vida. 

(a) Todos los detergentes son anfipáticos. ¿Cuáles son las 
partes hidrofílicas e hidrofóbicas de la lisolecitina? 

(b) El dolor y la inflamación causados por la mordedura de 
serpiente pueden tratarse con ciertos esteroides. ¿Cuál es la 
base de este tratamiento? 

(c) Si bien niveles elevados de fosfolipasa A, en el veneno 
pueden ser mortales, este enzima es necesario para varios pro- 
cesos metabólicos hahituales. ¿Cuáles son estos procesos? 


13. Mensajeros intracelulares a partir de fosfatidili- 
nositoles Cuando la hormona vasopresina estimula la rotura 
del PIP, por la fosfolipasa C se forman dos productos. ¿Cuáles 
son? Compare sus propiedades y solubilidades en agua y pre- 
diga si es esperable que alguno de ellos difunda rápidamente 
en el citosol. 


14. Unidades de isopreno en los isoprenoides Geraniol, 
farnesol y escualeno se denominan isoprenoides porque se 
sintetizan a partir de unidades de isopreno de cinco carbonos. 
En cada compuesto sitúe dentro de un círculo las unidades de 
cinco carbonos que representan unidades de isopreno (véase 
la Tabla 10-22). 


OH 


Geraniol Farnesol 


Escualeno 


15. Hidrólisis de lípidos Nombre los productos obtenidos 
en la hidrólisis suave con NaOH diluido de: (a) 1-estea- 
ril-2,3-dipalmitilglicerol; (b) 1-palmitil-2-oleilfosfatidilcolina. 


16. Efecto de la polaridad sobre la solubilidad Clasifique 
en orden de solubilidad creciente en agua: un triacilglicerol, 
un diacilglicerol y un monoacilglicerol que contengan sola- 
mente ácido palmítico. 


17. Separación cromatográfica de lípidos Se aplica una 
mezcla de lípidos a una columna de gel de sílice y, a continua- 
ción, la columna se lava con disolventes cada vez más polares. 
La mezcla consiste en: fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, 
fosfatidilcolina, colesteríil palmitato (un éster de esterol), es- 
fingomielina, palmitato, n-tetradecanol, triacilglicerol y coles- 
terol. ¿En qué orden espera que eluyan los lípidos de la 
columna? Explique su razonamiento. 


18. Identificación de lípidos desconocidos Johann Thu- 
dichum, que practicó la medicina en Londres hace unos 100 
años, también se interesó por la química de los lípidos en su 
tiempo libre. Aisló diversos lípidos del tejido nervioso caracte- 
rizando y poniendo nombre a muchos de ellos. Sus viales de 


lípidos aislados, cuidadosamente sellados y marcados, fueron 
redescubiertos muchos años después. 

(a) ¿Cómo podría confirmar, utilizando técnicas que no 
estaban disponibles en época de Thudichum, que los viales 
marcados “esfingomielina” y “cerebrósido” contienen real- 
mente estos compuestos? 

(b) ¿Cómo podría distinguir la esfingomielina de la fosfati- 
dilcolina mediante ensayos químicos, físicos o enzimáticos? 


19. La ninhidrina para detectar lípidos en placas de cro- 
matografía en capa fina La ninhidrina reacciona específica- 
mente con las aminas primarias formando un producto azul 
purpúreo. Una cromatografía en capa fina que contiene fosfo- 
lípidos de hígado de rata se pulveriza con ninhidrina y se deja 
que se forme el color. ¿Qué fosfolípidos se pueden detectar de 
esta manera? 
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20. Determinación de la estructura del lípido anormal 
en la enfermedad de Tay-Sachs La Figura 1 del Recuadro 
10-1 muestra la ruta de degradación de gangliósidos en indivi- 
duos sanos (normales) y en individuos con ciertas enfermeda- 
des genéticas. Algunos de los datos en que se hasa la figura 
fueron presentados por Lars Svennerholm (1962). Observe 
que el azúcar NeuAc, ácido N-acetilneuramínico, represen- 
tado en la figura del Recuadro 10-2 mediante 0, es un ácido 
siálico. 

Svennerholm indicó que “alrededor del 90% de los mono- 
sialogangliósidos aislados de cerebro humano normal” consis- 
tía en un compuesto que contenía ceramida, hexosa, 
N-acetilgalactosamina y ácido N-acetilneuramínico en propor- 
ción molar 1:3:1.1. 

(a) ¿Cuál de los gangliósidos (de GM1 a GM3 y globósido) 
de la Figura 1 del Recuadro10-1, concuerda con esta descrip- 
ción?, Explique su razonamiento. 

(b) Svennerholm indicó que el 90% de los gangliósidos de 
un paciente con la enfermedad de Tay-Sachs tenía una propor- 
ción molar (de los mismos cuatro componentes indicado pre- 
viamente) de 1:2:1:1. ¿Está ello de acuerdo con la figura del 
Recuadro 10-1? Explique por qué. 

Para determinar la estructura con mayor detalle, Svenner- 
holm trató los gangliósidos con neuraminidasa para eliminar el 
ácido N-acetilneuramínico. Esto condujo a un asialoganglió- 
sido mucho más fácil de analizar, Lo hidrolizó con ácido, reco- 
gió los productos que contenían ceramida y determinó la razón 
molar de los azúcares de cada producto. Lo hizo tanto con el 
gangliósido normal como con el de Tay Sachs. Los resultados 
se muestran a continuación. 


Gangliósido Ceramida Glucosa Galactosa  Galactosamina 


Normal 

Fragmento 1 1 1 0 0 
Fragmento 2 1 l 1 0 
Fragmento 3 f l 1 1 
Fragmento 4 1 l 2 1 
Tay-Sachs 

Fragmento 1 1 1 0 0 
Fragmento 2 | 1 1 0 
Fragmento 3 l 1 l l 


(c) Basándose en estos datos, ¿qué puede concluir acerca 
de la estructura del gangliósido normal? ¿Está de acuerdo con 
la estructura en el Recuadro 10-1? Explique por qué. 

¿Qué puede concluir acerca de la estructura del gangliósido de 
Tay-Sachs? ¿Está de acuerdo con la estructura del Recuadro 
10-1? Explique por qué. 

Svennerholm también describió el trabajo de otros investi- 
gadores que “permetilaron” el asialogangliósido normal. Per- 
metilación es lo mismo que metilación exhaustiva: se adiciona 
un grupo metilo a cada hidroxilo libre de un azúcar. Encontra- 
ron los siguientes azúcares permetilados: 2,3,6-trimetilgluco- 
piranosa; 2,3,4,6-tetrametiigalactopiranosa; 
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2,4,6-trimetilgalactopiranosa y 4,6-dimetil-2-desoxi-2-amino- 
galactopiranosa. 

(e)¿A qué azúcar del GM1 corresponde cada uno de los 
azúcares permetilados? Explique por qué. 

(1) Basándose en todos los datos hasta aquí presentados 
¿qué información falta acerca de la estructura del gangliósido 
normal? 
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momento en que se formó una membrana que 

encerraba un pequeño volumen de solución acuo- 
sa y lo separaba del resto del universo. Las membranas 
definen los límites externos de las células y regulan el 
tráfico molecular a través de estos límites (Fig. 11-1); 
en Células eucarióticas también dividen el espacio 
interno en compartimientos discretos para segregar 
procesos y componentes. Proteínas incrustadas y aso- 
ciadas con membranas organizan secuencias complejas 
de reacciones y son de importancia principal tanto para 
la conservación de la energía biológica como para la 
comunicación intercelular. Las actividades biológicas 
de las membranas son consecuencia de sus notables 
propiedades físicas. Las membranas son flexibles, 
auto-reparadoras y selectivamente permeables a los 
solutos polares. Su flexibilidad les permite los cambios 
de forma que acompañan el crecimiento celular y el 
movimiento (tal como el movimiento ameboide). Su 
capacidad para romperse y volverse a sellar permite 
que se fusionen dos membranas, tal como sucede en la 
exocitosis, o que um compartimiento sencillo dentro de 
una membrana pueda experimentar una fisión dando 
lugar a la formación de dos compartimientos sellados 
tal como ocurre en la endocitosis o en la división celular 
sin que se produzcan grandes pérdidas a través de la 
superficie celular. Debido a que las membranas son 
selectivamente permeables retienen ciertos compues- 
tos e iones dentro de las células y de los compartimien- 
tos celulares específicos al tiempo que excluyen a 
otros. 

Las membranas no son meras barreras pasivas. 
Incluyen en su composición un conjunto de proteínas 
especializadas en promover o catalizar diversos proce- 
sos celulares. En la superficie celular, los transportado- 
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res mueven solutos orgánicos así como iones inorgáni- 
cos a través de la membrana; los receptores captan 
señales externas y provocan cambios moleculares en la 
célula y las moléculas de adhesión mantienen células 
vecinas unidas. Dentro de la célula, existen membranas 
que organizan procesos celulares tales como la síntesis 
de lípidos y de ciertas proteínas, y la transducción de 
energía en mitocondrias y cloroplastos. Las membranas 
están compuestas simplemente por dos capas de molé-. 
culas por lo que son muy delgadas; se las puede consi- 
derar básicamente como bidimensionales. Debido a que 
las colisiones intermoleculares son mucho más proba- 
bles en este espacio bidimensional que en el espacio 
tridimensional la eficiencia de ciertos procesos cataliza- 
dos enzimáticamente es mucho mayor dentro de una 
membrana bidimensional. 

En este capítulo describimos en primer lugar la 
composición de las membranas celulares y su arquitec- 
tura química, es decir la estructura molecular sobre la 
que se asientan sus funciones biológicas. A continua- 


Retículo 
endoplasmático 


FIGURA 11-1 Membranas biológicas. Esta micrografia electrónica de 
una fina sección de una célula exocrina de páncreas muestra varios 
compartimientos formados o rodeados de membranas: retículo endo- 
plasmático, mitocondrias y gránulos secretores. [Fuente: Don W. Faw- 
cett/Science Source.] 
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ción describiremos las extraordinarias características 
dinámicas de las membranas en las que lípidos y proteí- 
nas se desplazan unos con respecto a las otras. La adhe- 
sión celular, la endocitosis y las fusiones de membrana 
que tienen lugar tras la secreción de un neurotransmi- 
sor ilustrarán el papel dinámico de las proteínas de 
membrana. Pasaremos a continuación al transporte de 
solutos a través de las membranas con intervención de 
transportadores y canales iónicos. En capítulos poste- 
riores describiremos el papel de las membranas en la 
transducción de señales (Capítulos 12 y 23), transduc- 
ción de energía (Capítulo 19 y 20), síntesis de lípidos 
(Capítulo 21), y síntesis de proteínas (Capítulo 27). 


11.1 Composición y arquitectura 
de las membranas 


Una manera de entender la función de las membranas 
es estudiar su composición para determinar, por ejem- 
plo, qué componentes están normalmente presentes en 
todas las membranas y cuáles se encuentran únicamen- 
te en membranas con funciones específicas. Antes de 
describir la estructura y función de la membrana consi- 
deraremos los componentes moleculares de las mem- 
branas: las proteínas y lípidos polares que constituyen 
casi la totalidad de la masa de las membranas biológicas; 
y los glúcidos presentes formando parte de glucoproteí- 
nas y glucolípidos. 


Cada tipo de membrana presenta una composición 
de proteínas y lípidos característica 


Las proporciones relativas de proteína y lípido varían 
con cada tipo de membrana (Tabla 11-1), lo que refleja 
la diversidad de papeles biológicos. Por ejemplo, ciertas 
neuronas tienen una vaina de mielina, una membrana 
plasmática extensa que se enrolla muchas veces alrede- 
dor de la célula y que actúa como aislante eléctrico 
pasivo. La vaina de mielina consiste principalmente en 
lípidos (buenos aislantes), mientras que las membranas 
plasmáticas de bacterias, y las membranas de mitocon- 
drias y cloroplastos en las que tienen lugar muchos 
procesos metabólicos catalizados enzimáticamente con- 
tienen más proteína que lípido (en masa sobre masa 
total). 

Para los estudios de la composición de membranas 
es esencial en primer lugar aislar la membrana de mte- 
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TABLA 11-1 “Componentes mayoritarios de lí 
Componentes (% en peso) 
Vaina de mielina humana 30 30 
Hígado de ratón 45 27 
Hoja de maíz 47 26 
Levadura 52 7 
Paramecium (protista ciliado) 56 40 
E. coli 75 2D 


rés. Cuando se someten ias células eucarióticas a fuer- 
zas mecánicas de cizalla sus membranas plasmáticas se 
desgarran y fragmentan liberando componentes cito- 
plasmáticos y orgánulos unidos a membranas tales 
como mitocondrias, cloroplastos, lisosomas y núcleos. 
Los fragmentos de la membrana plasmática y los orgá- 
nulos intactos pueden aislarse mediante las técnicas 
descritas en el Capítulo 1 (véase la Fig. 1-9) y en el 
Ejemplo Resuelto 2-1. 

Las células poseen mecanismos para controlar las 
clases y cantidades de lípidos de membrana que sinteti- 
zan y dirigir, además, determinados lípidos a orgánulos 
concretos. Cada reino, cada especie, cada tejido o tipo 
celular así como los orgánulos dentro de un tipo deter- 
minado de célula tienen un conjunto característico de 
lípidos de membrana. La membrana plasmática, por 
ejemplo, está enriquecida en colesterol y esfingolípidos 
en cantidades detectables (Fig. 11-2); las membranas 
mitocondriales interna son muy pobres en colesterol y 
esfingolípidos pero contienen la mayor parte del fosfati- 
dilglicerol y la cardiolipina celular que se sintetizan en 
el interior de la mitocondria. Excepto en unos pocos 
casos se desconoce el significado funcional de estas 
combinaciones. 

La composición proteica de membranas de orígenes 
diferentes varía aun más ampliamente que su composi- 
ción lipídica lo que refleja su especialización funcional. 
Además, algunas proteínas de membrana están unidas a 
oligosacáridos de manera covalente. Por ejemplo, en la 
glucoforina, una glucoproteína de la membrana plasmá- 
tica de eritrocito, el 60% de la masa consiste en oligosa- 
cáridos complejos unidos covalentemente a residuos 
aminoácidos específicos. Los residuos de Ser, Thr y Asn 
son los puntos de unión más comunes (véase la Fig. 
7-30). Las porciones glucídicas de las glucoproteínas de 
la superficie influyen en el plegamiento de las proteínas, 
en su estabilidad, en el destino intracelular y su orienta- 
ción en la membrana y juegan un papel importante en la 
unión específica de ligandos a los receptores glucopro- 
teicos de la superficie (véase la Fig. 7-37). 

Algunas proteínas de membrana están unidas de 
forma covalente a uno o más lípidos, que actúan como 
anclas hidrofóbicas, manteniendo las proteínas unidas a 
la membrana, tal como veremos. 


is membranas plasmáticas en varios organismos 


Otros lípidos 
19 Colesterol Galactolípidos, plasmalógenos 
20 Colesterol — 


7 Sitosterol Galactolípidos 

4 Ergosterol Triacilgliceroles, ésteres 
esterólicos 

4 Estigmasterol — 

0 => td 


Nota: Los valores no suman 100% en todos los casos, porque hay otros componentes además de proteína, tosfolípidos y esteroles; las plantas, por 


ejemplo, tenen concentraciones elevadas de glucolípidos. 
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FIGURA 11-2 Composición lipidica de la membrana plasmática y de 
las membranas de los orgánulos de un hepatocito de rata. La especiali- 
zación funcional de cada tipo de membrana se refleja en su composición 
lipídica característica. El colesterol es prominente en membranas plas- 
máticas pero es a penas detectable en membranas mitocondriales, La 
cardíiolipina es un componente mayoritario de la membrana mitocondrial 
interna pero no de la membrana plasmática. La fosfatidilserina, el fosfati- 
dilinositoi y el fosfatidilglicerol son componentes relativamente minorita- 
rios de la mayoría de membranas pero desempeñan funciones críticas; el 
fosfatidilinositol y sus derivados, por ejemplo, son importantes en la 
transducción de señales desencadenas por hormonas. Los esfingolípidos, 
la fosfatidiicolina y la fosfatidiletanolamina estár presentes en la mayoría 
de membranas, pero en proporciones variables. Los glucolipidos, que son 
los componentes mayoritarios de las membranas de los cloroplastos de 
plantas, están prácticamente ausentes de las células animales. 


Todas las membranas biológicas comparten ciertas 
propiedades fundamentales 


Las membranas son impermeables a la mayoría de solu- 
tos polares o cargados, pero son permeables a los com- 
puestos apolares. Tienen de 5 a 8 nm de grosor (50 a 80 
Á) cuando se incluyen las proteínas que sobresalen a 
ambos lados. Las pruebas combinadas de microscopia 
electrónica y estudios de composición química así como 
estudios físicos de permeabilidad y del movimiento de 
moléculas individuales de proteínas y lípidos dentro de 
las membranas condujeron al modelo de mosaico 
fluido para la estructura de las membranas biológicas 
(Fig. 11-3). Los fosfolípidos forman una bicapa, en la 
que las regiones apolares de las moléculas lipídicas de 
cada capa están encaradas hacia el centro de la bicapa 
y sus grupos de cabeza polares están encarados hacia el 
exterior interaccionando con la fase acuosa a cada lado. 
Las proteínas están incrustadas en esta hoja en bicapa, 
con sus dominios hidrofóbicos en contacto con las cade- 
na acilo graso de los lípidos de la membrana. Algunas 
proteínas sobresalen a un solo lado de la membrana; 
otras tienen dominios expuestos a ambos lados. La 
orientación de las proteínas en la bicapa es asimétrica lo 
que confiere “lateralidad” a la membrana; los dominios 
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FIGURA 11-3 Modelo del mosaico fluido para la estructura de la 
membrana. Las cadenas de acilo graso en el interior de la membrana 
forman una región hidrofóbica fluida. Las proteínas integrales flotan en 
este mar de lípidos, sostenidas por interacciones hidrofóbicas con sus 
cadenas laterales de aminoácidos apolares. Tanto las proteínas como tos 
lípidos se pueden desplazar libremente en el plano de la bicapa, pero el 
movimiento de una cara de la bicapa a la otra está restringido. Las por- 
ciones de glúcido unidas a algunas proteínas y lipidos de la membrana 
plasmática están expuestas en la superficie extracelular. 


proteicos expuestos a un lado de la bicapa son diferen- 
tes de los expuestos al otro lado lo que refleja una asi- 
metría funcional. Los lípidos individuales y las unidades 
proteicas de una membrana forman un mosaico fluido 
con un patrón que, a diferencia de un mosaico de cerá- 
mica y mortero, puede cambiar constantemente. El 
mosaico de la membrana es fluido porque la mayoría de 
interacciones entre sus componentes son no covalentes, . 
dejando libertad a las moléculas de lípidos y de proteí- 
nas para trasladarse lateralmente en el plano de la 
membrana. 

Repasaremos ahora con más detalle algunas de 
estas características de la estructura de la membrana y 
consideraremos las pruebas experimentales que apoyan 
el modelo básico. 


El elemento básico estructural de las membranas 

es una bicapa lipídica 

Los glicerofosfolípidos, esfingolípidos y esteroles son 
prácticamente insolubles en agua. Cuando se mezclan 
con agua, forman espontáneamente agregados lipídi- 
cos microscópicos agrupándose con sus partes hidro- 
fóbicas en contacto mientras que sus grupos hidroffíli- 
cos interactúan con el agua que los envuelve. Los 
agregados lipídicos disminuyen la superficie hidrofóbi- 
ca expuesta al agua y así minimizan el número de 
moléculas en la capa de agua ordenada en la interfase 
lípido-agua (véase la Fig. 2-7), dando lugar así a un 
incremento de entropía. Este efecto hidrofóbico pro- 
porciona la fuerza termodinámica que impulsa la for- 
mación y mantenimiento de estos agregados de molé- 
culas lipídicas. El término interacciones hidrofóbi- 
cas se usa a veces para describir la formación de 
agregados de superficies moleculares hidrofóbicas en 
un ambiente acuoso, pero debería quedar claro que las 
moléculas no interaccionan químicamente, sino que 
simplemente encuentran el ambiente de menor ener- 
gía al reducir la superficie hidrofóbica, o apolar, 
expuesta al agua. 
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Las unidades individuales 
tienen forma de cuña 
(sección transversal de la 
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FIGURA 11-4 Agregados de lípidos anfipáticos que se forman en el 
agua. (a) En las micelas, las cadenas hidrofóbicas de los ácidos grasos se 
hallan, secuestradas en el núcleo de la esfera. No hay prácticamente agua 
en el interior hidrofábico. (b) En una bícapa abierta, todas las cadenas 


Las unidades individuales son 
cilíndricas (sección transversal de la 
cabeza igual a ia de la cadena lateral). 


(b) Bicapa 


En función de las condiciones precisas y de la natu- 
raleza de los lípidos se forman tres tipos de agregados 
lipídicos cuando los lípidos anfipáticos se mezclan con 
agua (Fig 11-4). Las micelas son estructuras esféricas 
que contienen entre unas pocas docenas y algunos 
miles de moléculas anfipáticas ordenadas con sus regio- 
nes hidrofóbicas hacia el interior, de donde queda 
excluida el agua, y sus grupos de cabeza hidrofílicos en 
la superficie, en contacto con el agua. La formación de 
las micelas está favorecida cuando el área de la sección 
transversal del grupo de cabeza es mayor que la de las 
cadenas laterales acílicas, tales como las de los ácidos 
grasos libres, lisofosfolípidos (fosfolípidos a los que les 
falta un ácido graso) y detergentes como el dodecilsul- 
fato de sodio (SDS; véase la p.94). 

Un segundo tipo de agregado lipídico en agua es la 
bicapa, en la cual dos monocapas de lípidos forman una 
hoja bidimensional. La formación de la bicapa tiene 
lugar fácilmente cuando la sección transversal del grupo 
de cabeza y las cadenas laterales acílicas son similares, 
como en el caso de glicerofosfolípidos y esfingolípidos. 
Las porciones hidrofóbicas en cada monocapa, exclui- 
das del agua interaccionan entre sí. Los grupos de cabe- 
za hidrofílicos mteraccionan con el agua en cada super- 
ficie de la bicapa. Dado que las regiones hidrofóbicas en 
sus extremos (Fig. 11-4b) están en contacto con el 
agua, la hoja en bicapa es relativamente inestable y 
espontáneamente se repliega sobre sí misma formando 
una esfera hueca llamada vesícula o liposoma (Fig. 
11-4c). La superficie continua de las vesículas elimina 
las regiones hidrofóbicas expuestas permitiendo que las 
bicapas alcancen máxima estabilidad dentro del entor- 
no acuoso. La formación de vesículas también crea un 
compartimiento acuoso separado(la luz de la vesícula). 
Es probable que los precursores de las primeras células 
vivas se asemejaran a vesículas lipídicas, en las que su 
contenido acuoso se mantendría separado del exterior 
gracias a una capa hidrofóbica. 

La bicapa lipídica tiene unos 3 nm (30 Å) de gro- 
sor. El núcleo hidrocarbonado formádo por los grupos 
—CH,— y —CH, de los acilos grasos es tan apolar 
como el decano y las vesículas formadas en el laborato- 
rio a partir de lípidos puros (liposomas) son práctica- 


(c) Vesícula 


aterales acilo excepto las que están en los borges de la lámina están 
protegidas de la interacción con el agua. (c) Cuando una bicapa bidi- 
mensional se pliega sobre sí misma, forma una bicapa cerrada, una vesi- 


- cula hueca tridimensional (hiposoma) que encierra una cavidad acuosa. 


mente impermeables a los solutos polares al igual que 
la bicapa lipídica de las membranas biológicas (aunque 
estas últimas, tal como veremos, son permeables a los 
solutos para los que disponen de transportadores espe- 
cíficos). 

La mayor parte de los lípidos y proteínas de la 
membrana se sintetizan en el retículo endoplasmático 
(RE), y de allí se desplazan a sus orgánulos de destino 
o a la membrana plasmática (Fig. 11-5a). Durante 
este “tráfico de membranas” pequeñas vesículas mem- 
branosas emergen del RE y a continuación se trasladan 
hacia el Golgi cis al que se fusionan. A medida que 
lípidos y proteínas se trasladan a través del Golgi hacia 
su lado trans, experimentan una serie de alteraciones 
covalentes que determinan su localización final y su 
función en la célula. Por ejemplo, las cadenas de oligo- 
sacáridos O ácidos grasos tales como el palmitato se 
unen covalentemente a proteínas de membrana especí- 
ficas, y los fosfolípidos experimentan reorganización 
de sus componentes ácido graso para llegar a sus for- 
mas maduras. En muchos casos, estas modificaciones 
dictan la localización final de la proteína modificada. El 
tráfico de membranas va acompañado de cambios 
importantes en la composición de lípidos y su disposi- 
ción a través de la bicapa (Fig. 11-5b). La fosfatidilco- 
lina es el principal lípido en la monocapa luminal de la 
membrana del Golgi, pero en las vesículas de transpor- 
te que abandonan el Golgi trans, la fosfatidilcolina ha 
sido reemplazada en gran parte por esfingolípidos y 
colesterol, los cuales después de la fusión de las vesí- 
culas de transporte con la membrana plasmática, cons- 
tituyen la mayor parte de la membrana celular. Los 
lípidos de la membrana plasmática son asimétricos en 
su distribución entre las dos monocapas de la bicapa. 
En la membrana plasmática de las células eucarióticas, 
por ejemplo, los lípidos que contienen colina (fosfati- 
dilcolina y esfingomiúelina) se encuentra principalmen- 
te en la cara externa de la bicapa (extracelular o exo- 
plasmática), mientras que fosfatidilserina, fosfatidile- 
tanolamina y los fosfatidilinositoles se encuentran casi 
de forma exclusiva en la cara interna (citoplasinática), 
en donde los grupos de cabeza cargados negativamen- 
te de la serina y el inositol fosfato pueden interaccionar 
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FIGURA 11-5 Cambios de composición que acompañan el tráfico de 
membranas. (a) La ruta de los lípidos y proteinas durante su paso por 
las membranas desde el sitio de síntesis (RE) a través dei aparato de 
Golgi a la superficie celular (o a orgánulos tales como los lisosomas). $e 
forman pequeñas vesículas fuera del RE, se desplazan y se fusionan con 
el Golgi cis y salen por el Golgi trans er forma de vesículas de transpor- 


electrostáticamente con regiones cargadas positiva- 
mente de proteínas de membrana periféricas o anfitró- 
picas (descritas más adelante). Una segunda ruta para 
la redistribución de lípidos desde su sitio de síntesis a 
su membrana de destino es mediante conductos espe- 
cializados accionados por proteínas, denominados 
uniones, entre los que se incluyen las uniones entre RE 
y la membrana plasmática y las uniones RE-mitocon- 
dria. 

Un método utilizado anteriormente para determi- 
nar la distribución en la bicapa de un fosfolípido especí- 
fico de la membrana plasmática consistía en tratar la 
célula intacta con fosfolipasa C, la cual no puede llegar 
a los lípidos de la monocapa (cara) interna pero que 
elimina los grupos de cabeza de los lípidos en la mono- 
capa exterior. La proporción de cada grupo de cabeza 
liberado proporcionaba una valoración de la fracción de 
cada lípido en la monocapa exterior de la membrana 
plasmática. Hoy en día, la localización de los lípidos 
individuales en la membrana plasmática u otras mem- 
branas celulares puede determinarse, con mayor preci- 
sión, utilizando métodos que emplean análogos fluores- 
centes de lípidos o derivados fluorescentes de anticuer- 
pos, toxinas o dominios de unión a lípidos que tienen 
una afinidad y especificidad de unión por un tipo de 
lípido. La localización de las sondas unidas se determina 
mediante microscopia de Muorescencia, 
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ten que se fusionan con la membrana plasmática o con los endosomas, 
que dan lugar a los lisosomas. (b) Durante este tráfico hay cambios * 
notables tanto la composición de lípidos de la bicapa como la disposi- 
ción de lípidos específicos entre las caras interna y externa. [Fuente: (b) 
información de G. Drin, Annu, Rev. Biochem 83:51, 2014, Fig. 1.3 


Los cambios, a lo largo del tiempo, en la distribu- 
ción de lípidos entre las hojas, o monocapas, de la mem- 
brana plasmática tienen consecuencias biológicas. Por 
ejemplo, sólo cuando la fosfatidilserina de la membrana 
plasmática pasa a la cara externa puede una plaqueta 
realizar su papel en la formación de un coágulo sanguí- 
neo. Para muchos otros tipos de células, la exposición 
de la fosfatidilserina en la superficie externa marca una 
célula para su destrucción por muerte celular progra- 
mada. El movimiento de las moléculas de fosfolípido de 
una capa a la otra está catalizado y regulado por proteí- 
nas específicas (véase la Fig. 11-15) 


Tres tipos de proteínas de membrana difieren 
en la naturaleza de su asociación con la misma 


Las proteínas integrales de membrana están están 
incrustadas en la bicapa lipídica y sólo se pueden libe- 
rar por la acción de agentes que superan el efecto 
hidrofóbico tales como detergentes, disolventes orgáni- 
cos o desnaturalizantes (Fig 11-6). Las proteínas inte- 
grales pueden ser monotópicas, que interaccionan 
con una sola hoja de la bicapa, o politópicas, que tie- 
nen una cadena polipeptídica que atraviesa la membra- 
na una o varias veces. Las proteínas periféricas de 
membrana se asocian con la membrana a través de 
mteracciones electroestáticas y enlaces de hidrógeno 
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FIGURA 11-6 Proteínas periféricas, integrales y anfitrópicas. Las pro- 
teínas de membrana se pueden distinguir operacionalmente por las con- 
diciones requeridas para liberarlas de la membrana. Las proteínas inte- 
grales, tanto las monotópicas (asociadas a una hojaJl como las 
politópicas (transmembrana) pueden ser extraídas con detergentes, que 
destruyen las interacciones hidrofóbicas dentro de la bicapa lipídica y 
forman agrupaciones parecidas a micelas alrededor de moléculas protei- 
cas individuales. Las proteínas integrales unidas covalentemente a un 


con los dominios hidrofílicos de las proteínas integrales 
y con lípidos de membrana. En el laboratorio pueden 
liberarse de su asociación con la membrana mediante 
tratamientos relativamente suaves que interfieren con 
las interacciones electroestáticas o rompen los puentes 
de hidrógeno; un agente utilizado habitualmente es el 
carbonato a pH elevado. Las proteínas anfitrópicas 
se asocian de modo reversible con membranas y se 
encuentran, por consiguiente, tanto en el citosol como 
asociadas a membranas. Su afinidad por las membranas 
proviene, en algunos casos, de las interacciones no 
covalentes de la proteína con una proteína o lípido de 
membrana, y en otros casos de la presencia de uno o 
más lípidos umdos covalentemente a la proteína anfi- 
trópica (véase la Fig. 11-13). Generalmente, la asocia- 
ción reversible de proteínas anfitrópicas con la mem- 
brana está regulada; por ejemplo, la fosforilación o la 
unión de un ligando puede producir un cambio confor- 
macional en la proteína que da lugar a la exposición de 
un sitio de unión a membrana que, previamente, era 
inaccesible. La unión covalente reversible de na o más 
porciones de lípido pueden efectuar, también, un cam- 
bio en la afinidad de una proteína anfitrópica por la 
membrana. 
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lipido de membrana, tal corno el glucosil fosfatidilinositol (GP!; véase la 
Fig. 1113), pueden ser liberadas mediante el tratamiento con fosfolipasa 
C. La mayoría de las proteínas periféricas se pueden liberar por cambios 
en el pH o en la fuerza iónica, eliminación de Ca? por un agente que- 
lante, o la adición de urea o carbonato.Las proteínas anfitrópicas están 
unas veces asociadas con membraras y otras no, según algún tipo de 
proceso regulador tal como la paimitilación reversible. 


Muchas proteínas integrales de membrana abarcan 
la bicapa lipidica 
La topología de las proteínas de membrana (localización 
de los dominios proteicos relativa a la bicapa lipídica) 
puede ser investigada con reactivos que reaccionan con 
las cadenas laterales de la proteína pero que no pueden 
cruzar la membrana (reactivos químicos polares que 
reaccionan con aminas primarias de residuos Lys, por 
ejemplo, o enzimas como la tripsina que corta proteínas 
pero que no puede cruzar la membrana). Por ejemplo, 
la tripsina corta los dominios extracelulares pero no 
afecta a los dominios que permanecen sepultados den- 
tro de la bicapa o expuestos solamente en la superficie 
interior a menos que se rompa la membrana plasmática 
y estos dominios sean accesibles al enzima. 
Experimentos clásicos con tales reactivos con espe- 
cificidad topológica muestran que la glucoproteína del 
eritrocito glucoforina abarca la totalidad de la mem- 
brana plasmática. Su dominio amino-terminal (portador 
de las cadenas de glúcidos) se encuentra en la superfi- 
cie externa y puede cortarse con tripsina. El extremo 
carboxi-terminai sobresale hacia el interior de la célula 
donde no puede reaccionar con reactivos impermea- 
bles. Tanto el dominio amino-terminal como el car- 
boxi-terminal contienen muchos residuos aminoácidos 
polares o cargados y son, por tanto, hidrofílicos. No 
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FIGURA 11-7 Disposición transbicapa de la glucoforina en el eritro- 
cito. Un dominio hidrofilico, que contiene todos los residuos de azúcar, 
se encuentra en la superficie externa y otro dominio hidrofílico sobresale 
desde ia cara interna de la membrana. Cada hexágono rojo representa 
un tetrasacárido (que contiene dos Neu5Ac (ácido siálico), Gal y Gal- 
NAc) unido por O a un residuo Ser o Thr; el hexágono azul representa 
un oligosacárido unid por N a un residuo de Asn. El tamaño relativo de 
las unidades de oligosacárido es mayor que el que aquí se muestra. Un 
segmento de 19 residuos hidrofóbicos (residuos del 75 al 93) forman 
una hélice œ que atraviesa la bicapa de la membrana (véase la Fig. 
11-123). El segmento desde el residuo 64 al 74 tiene algunos residuos 
hidrofóbicos y probablemente, tal como se muestra, penetra en ta cara 
externa de la bicapa tipídica. [Fuente: information from Y T. Marches: et 
al. Annu Rev Biochem. 45:667, 1976.] 


obstante, hay un segmento en el centro de la proteína 
(residuos 75 a 93) que contiene mayoritariamente resi- 
duos aminoácidos hidrofóbicos lo que sugiere que la 
glucoforina tiene un segmento transmembrana ordena- 
do tal como se muestra en la Figura 11-7. Rigurosos 
estudios físicos y químicos han confirmado esta topolo- 
gía de la glucoforina y han establecido la topología de 
otras muchas proteínas de membrana. 

Estos estudios topológicos también revelaron que la 
orientación de la glucoforina en la membrana es asimétri- 
ca: su segmento amino-terminal se encuentra siempre en 
el exterior. Estudios similares con otras muchas proteínas 
integrales de membrana muestran que cada una tiene una 
orientación específica en la bicapa lo que le comunica una 
lateralidad determinada. En el caso de la glucoforina y en 
el de todas las glucoproteínas de la membrana plasmática 
los dominios glucosilados están situados invariablemente 
en la superficie extracelular de la bicapa. Tal como vere- 
mos, el ordenamiento asimétrico de las proteínas de 
membrana les confiere asimetría funcional. Todas las 
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moléculas de una bomba iónica determinada, por ejem- 
plo, tienen la misma orientación en la membrana por lo 
que todas ellas bombean los iones en la misma dirección. 


Regiones hidrofóbicas de proteínas integrales de 
membrana se asocian con lípidos de membrana 


La unión firme de las proteínas integrales a las membra- 
nas es el resultado del efecto hidrofóbico: el desplaza- 
miento de los dominios hidrofóbicos de las proteínas 
desde el contacto con los lípidos de membrana hasta el 
contacto con el ambiente acuoso tendría un alto coste 
termodinámico. En algunas proteínas politópicas existe 
una sola secuencia hidrofóbica en el centro de la molé- 
cula (tal como sucede en la glucoforina) o en el extremo 
amino o carboxilo. Otras tienen múltiples secuencias 
hidrofóbicas, y cada una de ellas, cuando adoptan con- 
formación de hélice a, tiene una longitud suficiente 
(unos 20 residuos) para abarcar la bicapa lipídica. 
(Recuerde del Ejemplo Práctico 4-1 que cada residuo 
en una hélice a añade 1,5 Á a su longitud). 

Una de las proteínas politópicasmejor estudiada es 
la bacteriorrodopsina que contiene siete secuencias 
internas muy hidrofóbicas y que abarca siete veces la 
bicapa lipídica. La bacteriorrodopsina es una bomba de 
protones accionada por la luz que está densamente 
empaquetada en formaciones regulares en la membrana 
púrpura de la bacteria Halobacterium salinarum. La 
cristalografía de rayos X revela una estructura con siete 
segmentos a-helicoidales, cada uno de los cuales atra- 
viesa la bicapa lipídica y que están conectados mediante 
bucles no helicoidales en las caras externa e interna de. 
la membrana (Fig. 11-8). En la secuencia de aminoáci- 
dos de la bacteriorrodopsina pueden identificarse siete 
segmentos de unos 20 residuos hidrofóbicos, cada uno 
de ellos de longitud suficiente para formar una hélice a 
que abarca la bicapa. Las siete hélices están agrupadas 


FIGURA 11-8 Bacteriorrodopsina, una proteína que abarca la mem- 
brana. (PDB 1D 2AT9) La cadena polipeptídica sencilla se pliega en siete 
hélices œ hidrofóbicas, cada una de las cuales atraviesa la bicapa lipidica 
de forma aproximadamente perpendicular al plano de la membrana. Las 
siete hélices transmembrana están agrupadas, y el espacio alrededor y 
entre ellas se llena con las cadenas acilo de los lípidos de membrana. El 
retinal que es un pigmento que absorbe luz (véase ia Fig. 10-20) está 
sepultado muy en el interior de la membrana en contacto con varios de 
los segmentos helicoidales (no mostrados), Las hélices están coloreadas 
para corresponder con ta gráfica hidropática de la Figura 11-10b. [Fuente: 
PDB ID 2AT9, K. Mitsuoka et al., | Mol. Biol. 286:861, 1999.] 
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FIGURA 11-9 Anillos lipídicos asociados con una proteína integral de 
membrana. La estructura cristalina de la acuaporina de oveja, un canal 
de agua transmembrana, incluye una capa de fosfolípidos situados con 
sus grupos de cabeza (azul) en las posiciones esperadas en las superfi- 
cies interna y externa de la membrana y con sus cadenas acilo hidrotóbi- 
cas (dorado) íntimamente asociadas con la superficie de la proteína 
expuesta a la bicapa. E: lipido forma un "sello graso” alrededor de la pro- 
teína, la cual se representa como una superficie azul oscuro. [Fuente: 
PDB ID 2860, T. Gonen et al., Nature 438:633, 2005.1 


y se orientan en forma no completamente perpendicular 
al plano de la bicapa patrón que (tal como veremos en 
el capítulo 12) es un motivo muy común en las proteínas 
de membrana que intervienen en la recepción de seña- 
les. El efecto hidrofóbico mantiene a los aminoácidos 
apolares firmemente anclados entre los grupos acilo 
graso de los lípidos de la membrana. 

Una vez resueltas sus estructuras por cristalografía 
se ha encontrado que muchas proteínas de membrana 
incluyen moléculas de fosfolípidos unidas; se considera 
que estos están posicionados en las membranas nativas 
en la misma forma que en los cristales de proteína. Gran 
parte de estas moléculas de fosfolípidos se encuentran 
en la superficie de la proteína, con sus grupos de cabeza 
interaccionando con residuos aminoácidos polares en 
las interfases agua-membrana interior y exterior mien- 
tras que las cadenas laterales están asociadas con resi- 
duos apolares. Estos lípidos anulares forman una 
envoltura en bicapa (annulus) alrededor de la proteína, 
que está orientada aproximadamente de la forma que 
sería de esperar para los fosfolípidos en una bicapa 
(Fig. 11-9). En las interfases entre monómeros de pro- 
teínas formadas por múltiples subunidades se encuen- 
tran otros fosfolípidos en donde forman un “sello graso”. 
Además, otros están incrustados profundamente dentro 
de una proteína de membrana, a menudo con sus gru- 
pos de cabeza muy por debajo del plano de la bicapa. 
Por ejemplo, la citocromo oxidasa (Complejo IV que se 
encuentra en la mitocondria) tiene 13 moléculas visi- 
bles en la estructura cristalina: dos cardiolipinas, una 
fosfatidilcolina, tres fofatidiletanolaminas, cuatro pros- 
taglandinas y tres triacilgliceroles, cada una unida a un 
sitio específico de la oxidasa. Algunos sitios son inter- 
nos, peero la mayoría de las 13 moléculas lipídicas tie- 
nen la localización y orientación de lípidos de bicapa. 


Á partir de su secuencia puede predecirse a veces 

la topología de una proteína integral de membrana 
Determinar la estructura tridimensional de una proteína 
de membrana, o sea, su topología, es, generalmente, 
mucho más difícil que determinar su secuencia aminoa- 
cídica, ya sea directamente o por secuenciación de su 


gen. Se conocen miles de secuencias de proteínas de 
membrana, pero se han establecido relativamente pocas 
estructuras tridimensionales por cristalografía de rayos 
X o espectroscopia RMN. La presencia de secuencias 
continuas de más de 20 residuos hidrofóbicos en una 
proteína de membrana se toma generalmente como 
prueba de que tales secuencias atraviesan la bicapa 
lipídica, actuando como anclas hidrofóbicas o formando 
canales transmembrana. Prácticamente todas las pro- 
tefnas integrales tienen al menos una de estas secuen- 
cias. La aplicación de esta lógica a secuencias genómi- 
cas completas conduce a la conclusión de que en 
muchas especies, entre el 20% y el 30% de todas las 
proteínas son proteínas integrales de membrana. 

¿Qué podemos predecir sobre la estructura secun- 
daria de las porciones de las proteínas integrales de 
membrana que abarcan la bicapa? A 1,5 Á (0,15 nm) por 
residuo aminoácido una secuencia a-helicoidal de 20 a 
25 residuos es lo suficientemente larga como para abar- 
car el grosor (30 Å) de la bicapa lipídica. Una cadena 
polipeptídica rodeada de lípidos, sin moléculas de agua 
con las que formar enlaces de hidrógeno, tiende a for- 
mar hélices œ u hojas $4, en las que se maximizan los 
enlaces de hidrógeno intracatenarios. Si las cadenas 
laterales de todos los aminoácidos en una hélice son 
apolares, el efecto hidrofóbico con el entorno lipídico 
estabiliza aun más la hélice. 

Varios métodos sencillos de análisis de secuencia 
de aminoácidos proporcionan una predicción de estruc- 
tura secundaria bastante precisa para las proteínas 
transmembrana. La polaridad relativa de cada aminoá- 
cido se determina experimentalmente midiendo la 
variación de energía libre que se produce cuando la 
cadena lateral del residuo pasa de un disolvente hidro- 
fóbico a agua. Esta energía libre de transferencia, que 
se puede expresar como un índice hidropático 
(véase la Tabla 3-1), va desde ser muy exergónica para 
residuos muy polares o cargados a muy endergónica 
para aminoácidos con cadenas laterales aromáticas o 
hidrocarbonadas alifáticas. El índice hidropático global 
(Ghidrofobicidad) de una secuencia de aminoácidos se 
calcula sumando las energías libres de transferencia de 
los residuos en la secuencia. Para localizar segmentos 
en una secuencia polipeptídica con el potencial para 
abarcar la membrana, se calculan los índices hidropáti- 
cos de segmentos sucesivos (llamados ventanas) de un 
tamaño determinado que oscila entre 7 y 20 residuos. 
Para una ventana de 7 residuos, por ejemplo, los índi- 
ces promedio para los residuos del 1 al 7, del 2 al 8, del 
3 al 9, etc..., se representan tal como se indica en la 
Figura 11-10 (se muestra el índice para el residuo del 
medio en cada ventana, el 4 por ejemplo en la ventana 
1-7). Una región con más de 20 residuos con alto índice 
hidropático es, presumiblemente, un segmento trans- 
membrana. Cuando las secuencias de proteínas de 
membrana de conocida estructura tridimensional se 
analizan de esta manera se observa una corresponden- 
cia bastante buena entre las predicciones y los segmen- 
tos que se sabe abarcan la membrana. Los análisis 
hidropáticos predicen un solo segmento hidrofóbico en 
hélice para la glucoforina (Fig. 11-10a) y siete segmen- 
tos transmembrana para la bacteriorrodopsina (Fig. 
11-10b), en concordancia con las estructuras conocidas 
mediante cristalografía de rayos x. 
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FIGURA 11-10 Gráficas hidropáticas. El índice hidropático (véase la 
Tabla 3-1) se representa frente al número de residuo para dos proteinas 
integrales de membrana. El índice hidropático para cada residuo aminaá- 
cido en una secuencia de longitud definida (llamada ventana) se utiliza 
para calcular la hidropatía promedio de los residuos en esta ventana. El eje 
horizontal muestra el número de residuo de la mitad de la ventana. (a) La 
glucoforina de eritrocitos humanos tiene una Única secuencia hidrofóbica 
entre los residuos 75 y 93 (amarillo); compare esto con ta Figura 11-7, (b) 
La bacteriorrodopsina, de la que se sabe por estudios físicos independien- 
tes que tiene siete hélices transmembrana (véase la Fig. 11-8), tiene siete 
regiones hidrofóbicas. Observe, sin embargo, que la gráfica hidropática es 
ambigua en la región de los segmentos 6 y 7. La cristalografía de rayos X 
ha confirmado que esta región tiene dos segmentos transmembrana. 


No todas las proteínas integrales de membrana 
están formadas por hélices a transmembrana. Otro moti- 
vo estructural también común en las protemas de mem- 
brana bacterianas es el barril 8 (véase la Fig. 4-18b), en 
el que 20 o más segmentos transmembrana forman hojas 
8 que recubren la parte interior de un cilindro (Fig. 


FepA OmpLA Maltoporina 


FIGURA 11-11 Proteínas de membrana con estructura en barril 9, Se 
muestran tres proteínas de la membrana externa de £. coli vistas desde 
el piano de la membrana. FepA, que interviene en la captación de hierro, 
tiene 22 cadenas 3 que abarcan la membrana. La fofolipasa A de la 
membrana exterior (en inglés outer membrane phosphoolipase A), O 
OmpLA, una fosfolipasa, es un barril 4 de 12 cadenas que se encuentra 
en forma de dimero en la membrana. La maltoporina, un transportador 
de maltosa, es un trímero; cada monómero está constituido por 16 cade- 
nas 4. [Fuentes: FepA: PDB ID 1FEP, $. K. Buchanan et al, Nature Struct. 
Biol. 6:56, 1999. OmpLA: modificado de POB ID 1QDS5, H. J. Snijder et al. 
Nature, 401:717, 1999. Maltoporina, modificado de PDB ID 1MAL, T. 
Schirmer et al., Science, 267:512, 1995 ] 
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11-11). Los mismos factores que favorecen la formación 
de hélices œ en el interior hidrofóbico de una bicapa 
lipídica, también estabilizan los barriles 3: cuando no hay 
moléculas de agua disponibles para formar enlaces de 
hidrógeno con el oxígeno carbonílico y el nitrógeno del 
enlace peptídico, la formación máxima de puentes de 
hidrógeno intracatenarios da lugar a la conformación 
más estable. Las hojas 3 planas no maximizan estas inte- 
racciones por lo que no se encuentran generalmente en 
el interior de la membrana; los barriles 4 permiten todos 
los enlaces de hidrógeno posibles y son, aparentemente, 
frecuentes en las proteínas de membrana. Las porinas, 
proteínas que permiten el paso de ciertos solutos polares 
a través de la membrana externa de bacterias gram-ne- 
gativas como, por ejemplo, E. coli, presentan barriles 8 
de múltiples cadenas que forran el paso transmembrana 
polar. Las membranas exteriores de mitocondrias y clo- 
roplastos también contienen una diversidad de barriles 
ß, quizá como resultado del origen endosimbiótico bac- 
teriano de mitocondrias y cloroplastos. 

Un polipéptido es más extendido en la conformación 
f que en una hélice œ; entre 7 y 9 residuos en una con- 
formación 8 son necesarios para atravesar la membrana. 
Recuerde que en la conformación $, las cadenas latera- 
les se alternan a uno y otro lado de la hoja (véase la Fig. 
4-6). En las cadenas ĝ de las proteínas de membrana, 
cada segundo residuo del segmento transmembrana es 
hidrofóbico e interacciona con la bicapa lipídica; en la 
interfase lípido-proteína es frecuente encontrar cadenas 
laterales aromáticas. Los demás residuos pueden ser o 
no hidrofílicos. La gráfica hidropática no es útil para 
predecir segmentos transmembrana en el caso de pro- 
teínas con motivos de barril f, pero a medida que 
aumenta la base de datos de barriles 4 conocidos, es 
factible hacer predicciones de conformaciones ĝ trans- 
membrana basadas en la secuencia. Por ejemplo, se ha 
predicho correctamente, por análisis de secuencia, que 
algunas proteínas de la membrana externa de bacterias 
gram-negativas (Fig. 11-14) contienen barriles $. 

Otra característica notable de muchas proteínas 
transmembrana de estructura conocida es la presencia 
de residuos Tyr y Trp en la interfase entre lípido y agua 
(Fig. 11-12). Las cadenas laterales de estos residuos 
sirven, aparentemente, como anclas de la interfase de la 
membrana, capaces de interaccionar simultáneamente 
con la fase lipídica central y con las fases acuosas a 
ambos lados de la membrana. Otra generalización acer- 
ca de la localización de aminoácidos con respecto a la 
bicapa es la regla de positivo en el interior: los resi- 
duos de Lys, His y Arg cargados positivamente de las 
proteínas de membrana se encuentran más frecuente- 
mente en el lado citoplasmático de las membranas. 


Lípidos unidos covalentemente anclan algunas 
proteínas de membrana 


Algunas proteínas de membrana están unidas covalen- 
temente a uno o más lípidos, que pueden ser de varios 
tipos: ácidos grasos de cadena larga, isoprenoides, este- 
roles o derivados glucosilados del fosfatidilinositol, 
(GPI; Fig 11-13). El lípido unido proporciona un ancla- 
je hidrofóbico a la proteína que la inserta en la bicapa 
lipídica y mantiene la proteína en la superficie de la 
membrana. La fuerza de la interacción hidrofóbica entre 
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FIGURA 11-12 Agrupamiento de residuos Tyr y Trp de proteínas de 
membrana en la interfase agua-lípido. Se conocen las estructuras deta- 
lladas de estas cinco proteínas integrales de membrana a partir de estu- 
dios cristalográficos. El canal de K* es de la bacteria Streptomyces livi- 
dans (véase la Fig. 11-45) la maltoporina OmpLA, OmpX y la 
fosfoporina E son proteínas de la membrana externa de E. coli. Los resi- 
duos de Tyr y Trp se encuentran predominantemente en el punto en que 
las regiones apolares de las cadenas acilo se encuentran con la región de 


Maltoporina 


una bicapa y una cadena hidrocarbonada simple unida a 
una proteína es suficiente para anclar la proteína de 
forma segura, si bien muchas proteínas tienen más de 
una porción lipídica unida. Además, otras interacciones 
tales como atracciones iónicas entre residuos Lys de la 
proteína cargados positivamente y grupos de cabeza 
polares de lípidos cargados negativamente, pueden 
colaborar al efecto de anclaje de un lípido unido cova- 
lentemente. Por ejemplo, la proteína de la membrana 
plasmática MARCKS, que interacciona con filamentos 
de actina en el proceso de la motilidad celular tiene una 


FIGURA 11-13 Proteínas de membrana unidas a lipido. Lípidos unidos covalentemente 
ancian proteínas de membrana a la bicapa lipídica, Se muestra un grupo paimitilo unido por 
enlace tioéster a un residuo de Cys; un grupo N-miristilo se une generalmente a un residuo 
Gly amino-terminal, generalmente de una proteína que también tiene un segmento trans- 
membrana hidrofóbico, los grupos farnesilo y geranilgeranilo unidos a residuos Cys car- 
boxi-terminales son isoprenoides de 15 y 20 carbonos, respectivamente. El residuo Cys car- 
boxi-terminal está siempre metilado. Los anclajes de glucosil fosfatidilinositol (GPI) son 
derivados del fosfatidilinositot en los que el inositol lleva un oligosacárido corto unido cova- 
lentemente al residuo carboxi-terminal de una proteína a través de fosfoetanolamina. Las 
proteínas unidas por GP! se encuentran siempre en la cara extracelular de la membrana 
plasmática. Las proteínas de membrana farnesiladas y palmitiladas se encuentran en la 
superficie interna de la membrana plasmática y las proteínas miristiladas tienen dominios 


tanto en el interior como en el exterior de la membrana plasmática, 
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Fosfoparina E 


los grupos de cabeza polares. Los residuos cargados (Lys, Arg, Glu, Asp) 
se encuentran casi exclusivamente en las fases acuosas. [Fuentes: Canal 
de K*, PDB ID 1BL8, D. A. Doyle et al., Science 280:69, 1998. Maltopo- 
rina: PDB 1D 1AF6, Y. F. Wang et al., y Mol. Biol. 272:56, 1997. OmpLA: 
PDB ID 1QD5, H. 3. Snijder et at., Nature 401:717, 1999, OmpX : PDB ID 
1Q)9, 1. Vogt and G. E. Schulz, Structure 7:1301, 1999. Fostorina E: PDB 
ID 1PHO, 5. YW. Cowan et al., Nature 358:727, 1992] 


porción miristilo unida covalentemente, pero también 
contiene la secuencia 


KKKKKREFSFKKSFKLSGFSFKKNKK 
151 175 


que aumenta la afinidad de la proteína por la membra- 
na. Tres agrupamientos de residuos Lys y Arg cargados 
positivamente (sombreados en azul) interaccionan con 
los grupos de cabeza cargados negativamente del fosfa- 
tidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2) en la cara citoplasmá- 
tica de la membrana plasmática; cinco residuos aromá- 
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ticos (sombreados en amarillo)se insertan en la bicapa 
lipídica. Cuando los fosfatos del grupo de cabeza PIP,, 
se eliminan enzimáticamente, MARCKS pierde su unión 
con la membrana plasmática y se disocia. 

Además de anclar una proteína en la membrana el lípido 
unido podría tener una función más específica. En la mem- 
brana plasmática, las proteínas con anclas GP] se pre- 
sentan exclusivamente en la cara externa y están confina- 
das dentro de agrupamientos, tal como veremos (véase la 
p. 401), mientras que otros tipos de proteínas unidas a 
lípidos (con grupos farnesilo o geranilgeranilo unidos; Fig. 
11-13) se encuentran exclusivamente en la cara interior. 
En las células epiteliales polarizadas (como por ejemplo 
las células epiteliales del intestino, véase la Fig. 11-41) en 
las que las superficies apical y basal tienen funciones dife- 
rentes, las proteínas unidas por GPI se dirigen es ca- 
mente a la superficie apical. La unión de un lípido especí- 
fico a una proteína de membrana recién sintetizada tiene, 
por tanto, una función de orientación, dirigiendo la proteí- 
na a su correcta localización en la membrana. 


Las proteínas anfitrópicas se asocian de manera 
reversible con la membrana 


Algunas proteínas anfitrópicas contienen un dominio PH 
(homología con la pleckstrina), una bolsa de fijación que 
une específicamente fosfatidilinositol 3,4,5-trisfosfato 
(PIP,), y que está localizado en la cara citoplasmática de 
la membrana plasmática. El PIP, se sintetiza y degrada 
en respuesta a señales hormonales y a otras señales. 
Otro dominio proteico conservado, SH2 (homolgía con 
Src), une proteínas de membrana con residuos de tirosi- 
na fosforilada (fosfotirosina), pero no con la forma sin 
fosforilar. (Los dominios PH y SH2 se discuten con más 
detalle en el Capítulo 12). Así, la asociación de muchas 
proteínas anfitrópicas con la membrana plasmática se 
puede controlar de modo reversible mediante la adición 
o eliminación enzimática de un solo grupo fosforilo del 
fosfatidilinositol o de un residuo Tyr de la proteína. La 
asociación transitoria de proteínas específicas con la 
membrana es de vital importancia en muchas rutas de 
señalización. Cuando dos o más proteínas han de inte- 
raccionar en un acto de señalización, confinarias al espa- 
cio bidimensional de la superficie de la membrana hace 
que su interacción sea mucho más probable. 


RESUMEN 11.1 Composición y arquitectura de las 
membranas 


E Las membranas biológicas definen los límites celula- 
res, dividen las células en compartimientos discretos, 
organizan secuencias de reacciones complejas y actúan 
en la recepción de señales y en transformaciones de 
energía. 

MM” Las membranas se componen de lípidos y proteínas 
en una combinación variable y determinada para cada 
especie, tipo de célula y orgánulo. El modelo de mosaico 
fluido, con una bicapa lipídica como unidad estructural 
básica, proporciona una visión simplificada y general de 
las membranas. 

M El tráfico de membranas es el desplazamiento de 
componentes de la membrana desde el retículo endoplas- 
mático al aparato de Golgi, y a su través, donde se marcan 
para su destino final mediante alteraciones covalentes. 
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E Las proteínas integrales de membrana están incrus- 
tadas en las membranas con sus cadenas laterales de 
aminoácidos apolares estabilizadas por contacto con la 
bicapa lipídica y no con la fase acuosa de su alrededor. 
Las proteínas periféricas de membrana están asociadas 
débilmente a la membrana por medio de interacciones 
electrostáticas y puentes de hidrógeno con fosfolípidos 
y protéinas integrales de la membrana, Las proteínas 
anfitrópicas se asocian reversiblemente con las mem- 
branas en respuesta a señales biológicas tales como la 
fosforilación de lípidos o proteínas de la membrana o 
por eliminación de lípidos unidos covalentemente. 

E Muchas proteínas de membrana abarcan la bicapa 
lipídica varias veces, con secuencias hidrofóbicas de, 
aproximadamente, 20 residuos aminoácidos formando 
hélices a transmembrana. Los barriles 4 multicadena son 
también comunes en las proteínas integrales de membra- 
na bacterianas. Residuos Tyr y Trp de proteínas trans- 
membrana se hallan a menudo en la interfase lípido-agua. 
E Algunas proteínas de membrana tiene lípidos uni- 
dos covalentemente que intervienen en su interacción 
con la bicapa. 


11.2 Dinámica de membranas 


Una característica notable de todas las membranas bio- 
lógicas es su plasticidad, es decir, su capacidad de cam- 
biar de forma sin perder su integridad ni dejar salir sus 
contenidos. La base de esta propiedad se encuentra en 
las interacciones no covalentes entre lípidos de la bica- 
pa y los movimientos permitidos a los lípidos individua- 
les ya que no están unidos entre sí de forma covalente. 
Analizamos seguidamente la dinámica de las membra- 
nas: los movimientos que tienen lugar y las estructuras 
transitorias permitidas por estos movimientos. 


Los grupos acilo del interior de la bicapa están 
ordenados en grados diferentes 


Aunque la estructura de la bicapa lipídica es estable, las 
moléculas individuales de fosfolípidos tienen una gran 
libertad de movimiento (Fig. 11-14), en función de la 
temperatura y la composición lipídica. Por debajo de las 
temperaturas fisiológicas normales los lípidos de una 
bicapa forman un estado líquido-ordenado (L,) 
semisótido en la que están constreñidos fuertemente 
todos los tipos de movimiento de la moléculas indivi- 
duales de lípido; la bicapa es paracristalina (Fig. 11-14a). 
Por encima de las temperaturas fisiológicas las cadenas 
hidrocarbonadas individuales de los ácidos grasos están 
en movimiento constante que se produce por rotación 
alrededor de los enlaces carbono-carbono de las largas 
cadenas laterales acílicas y por la difusión lateral de 
moléculas lipídicas individuales en el plano de la bicapa. 
Este es el estado líquido desordenado (L,) (Fig. 
11-14b). En la transición del estado Lo al estado Ld, se 
mantienen la forma general y las dimensiones de la bica- 
pa; lo que cambia es el grado de movimiento (lateral y 
rotacional) permitido a las molécvulas individuales de 
lípido. el interior de la bicapa es más fluido que sólido y 
la bicapa es como un mar de lípido en movimiento cons- 
tante. A temperaturas intermedias (fisiológicas), los 
lípidos se encuentran en un estado líquido ordenado; 
hay menos moción térmica de las cadenas acilo de la 


398 Membranas biológicas y transporte 


(a) Estado líquido ordenado L, 


de las cadenas laterales 


El cator produce movimiento térmico 
(transición L, — Ly). 


(b) Estado líquido desordenado Ly 


FIGURA 11-14 Dos estados extremos de los lipidos de la bicapa. (a) 
En el estado líquido ordenado (L), los grupos de cabeza polares están 
ordenados uniformemente en la superficie y las cadenas acilo estár casi 
quietas y empaquetadas con una geometría regular; (b) en el estado 
líquido desordenado (L ), o estado fluido, las cadenas acilo experimen- 
tan mucha moción térmica y no tienen una organización regular. El 
estado de los lípidos de membrana en las membranas biológicas se 
mantiene intermedio entre estos dos extremos. [Fuente: H, Heller et al., 
4 Phys. Chem. 97.8343, 1993.] 


bicapa lipídica, pero aún tiene lugar el movimiento late- 
ral en el plano de la bicapa, Estas diferencias en el esta- 
do de la bicapa se observan fácilmente en los liposomas 
compuestos por un único lípido pero las membranas 
biológicas contienen muchos lípidos con una gran varie- 
dad de cadenas acilo grasas por lo que no muestran 
cambios de fase abruptos con la temperatura. 

A temperaturas fisiológicas (entre unos 20 y 40°C 
para un mamífero) los ácidos grasos saturados de cade- 
na larga (tales como 16:0 y 18:0) se tienden a empaque- 
tarse en una fase de gel Lo, pero los giros de los ácidos 
grasos insaturados (véase la Fig. 10-1) interfieren con 


este empaquetamiento favoreciendo el estado Ld. Los 
grupos acilo graso de cadena más corta son más móviles 
que los grupos acilo graso de cadena más larga y, de este 
modo, favorecen el estado Ld, El contenido en esteroles 
de una membrana (que varía muchísimo con el organis- 
mo y el orgánulo; Tabla 11-1) es otro determinante 
importante del estado lipídico. Los esteroles (tales 
como el colesterol) tienen efectos paradójicos sobre la 
fluidez de la bicapa; interaccionan con fosfolípidos que 
contienen cadenas de acilo graso insaturados compac- 
tándolos y limitando su movimiento en la bicapa. Por 
contra, su asociación con esfingolípidos y fosfolípidos 
con cadenas de acilo graso largas y saturadas tiende 
más bien a formar una bicapa fluida que, sin colesterol, 
adoptaría el estado Lo. En las membranas biológicas 
compuestas por diversos fosfolípidos y esfingolípidos, el 
colesterol tiende a asociarse con los esfingolípidos for- 
mando regiones en estado Lo rodeadas de regiones con 
poco colesterol en estado Ld (véase la discusión de las 
balsas —“rafts”- de membrana más adelante). 

Las células regulan su composición lipídica de forma 
que se consigue una fluidez de membrana constante en 
diversas condiciones de crecimiento. Por ejemplo, cuan- 
do se cultivan a baja temperatura las bacterias sintetizan 
más ácidos grasos insaturados y menos ácido saturados 
que cuando se cultivan a temperaturas elevadas (Tabla 
11-2). Resultado de este ajuste en la composición lipídi- 
ca, las membranas de las bacterias cultivadas a altas o 
bajas temperaturas tienen aproximadamente el mismo 
grado de fluidez. Probablemente esto es esencial para la 
función de muchas proteínas (enzimas, transportadores 
y receptores) que actúan dentro de la bicapa lipídica. 


El movimiento de lípidos transbicapa requiere catálisis 


A temperaturas fisiológicas una molécula de lípido 
difunde de una hoja (monocapa) de la bicapa a la otra 
(Fig. 11-15a) muy lentamente, si es que llega a hacer- 
lo, aunque la difusión lateral en el plano de la bicapa es 
muy rápida (Fig. 11-15b). El movimiento transbicapa (o 
“flip-flop”) requiere que un grupo de cabeza polar o 
cargado, abandone su entorno acuoso y se traslade al 
interior hidrofóbico de la bicapa, proceso que tiene una 
gran variación positiva de energía libre. Hay, sin embar- 
go, situaciones en las que tal movimiento es esencial. 
Por ejemplo, en el RE, los glicerofosfolípidos de mem- 


las a diferentes temperaturas 


TABLA 11-2 

| 

EA 
Acido mirístico (14:0) 4 
Acido palmítico (16:0) 18 
Ácido palmitoleico (16:1) 26 
Ácido oleico (18:1) 38 

| Ácido hidroximirístico 13 
Relación de insaturados respecto a saturados” 2,9 


Porcentaje total de ácidos grasos? 
20 30 40°C 
4o 4 o 8 | 
29 48 | 
24 23 9 | 
Jr 
10 10 8 | 
2,0 16 0,38 


Fuente: Datos de Marr, A.G. A Ingraham, J.L.(1962) Effect of...... 4. Bacteriol. 84, 1260. 
aLa composición exacta de ácidos grasos depende no sólo de la temperatura de crecimiento sino también de la etapa de 


crecimiento y de la composición del medio de cultivo. 


"Calculada como porcentaje total de 16:1 más 18:1 dividido por al porcentaje total de 14:0 más 16:0. El ácido hidroximirístico se 


omitió en este cálculo. 


(a) Difusión transbicapa sin catalizar ("flip-flop") 
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FIGURA 11-15 Movilidad de fosfolípidos individuales en una bicapa. 
(a) El movimiento sin catalizar desde una cara a la otra es muy lento, 
pero (b) la difusión lateral dentro de la hoja es muy rápido y no requiere 
catálisi. (c) Tres tipos de transiocadores de fosfolipido de la membrana 
plasmática. PE es fosfatidiletanolamina; PS fosfatidilserina. 


brana se sintetizan en la cara citosólica mientras que los 
esfingolípidos se sintetizan o modifican en la superficie 
de la luz. Para ir de su sitio de síntesis al punto final de 
deposición, estos lípidos han de experimentar difusión 
flip-flop (transbicapa). 

Proteínas denominadas flipasas, flopasas y escram- 
blasas (Fig. 11-150) facilitan el movimiento transbicapa 
(translocación) de moléculas de lípido individuales, 
proporcionando una ruta que es energéticamente más 
favorable y mucho más rápida que el movimiento sin 
catalizar. La combmación de biosíntesis asimétrica de 
los lípidos de membrana, la difusión flip-flop sin catali- 
zar muy lenta, y la presencia de translocadores lipídicos 
selectivos dependientes de energía, es responsable de la 
asimetría transbicapa en la composición lipídica discuti- 
da en la Sección 11-1. Aparte de contribuir a la asime- 
tría en la composición, el transporte de lípidos depen- 
diente de energía a una de las hojas de la bicapa puede, 
al crear una gran superficie en un lado de la bicapa, ser 
importante en la generación de la curvatura de la mem- 
brana esencial en la gemación de vesículas. 

Las flipasas catalizan la translocación de los ami- 
nofosfolípidos fosfatidiletanolamina y fosfatidilserina 
desde la hoja extracelular a la citosólica de la membrana 
plasmática, contribuyendo a la distribución asimétrica 
de los fosfolípidos: fosfatidiletanolamina y fosfatidilseri- 
na principalmente en la hoja citosólica mientras que los 
esfingolípidos y la fosfatidilcolina en la hoja externa. El 
mantener la fosfatidilserína fuera de la hoja extracelular 
es importante: su exposición sobre la superficie exterior 


11.2 Dinámica de membranas 399 


desencadena la apoptosis (muerte celular programada, 
véase el Capítulo 12) y su ingestión por los macrófagos 
portadores de receptores de fosfatidilserina. Las flipa- 
sas también actúan en el RE en donde transportan fos- 
folípidos recién sintetizados desde su sitio de síntesis en 
la hoja citosólica a la hoja de la luz. Las flipasas consu- 
men alrededor de un ATP por molécula de fosfolípido 
translocado y están estructural y funcionalmente rela- 
cionadas con las ATPasas tipo P (transportadores acti- 
vos) descritas en la p. 413. 

Se concocen otros dos tipos de actividades translo- 
cadoras de lípidos si bien no están tan bien caracteriza- 
das. Las flopasas transportan fosfolípidos de la mem- 
brana plasmática desde la hoja citosólica a la hoja 
extracelular y, al igual que las flipasas, son dependien- 
tes de ATP. Las flopasas son miembros de la familia de 
transportadores ABC descritos en la página 413, todos 
los cuales transportan activamente sustratos hidrofóbi- 
cos hacia fuera a través de la membrana plasmática. Las 
eseramblasas, son proteínas que desplazan cualquier 
fosfolípido de membrana a través de la bicapa a favor de 
su gradiente de concentración (desde la hoja con una 
concentración mayor a la hoja con menor concentra- 
ción); su actividad no depende del ATP. La actividad 
escramblasa lleva a la composición estadística controla- 
da de grupos de cabeza en las dos caras de la bicapa. La 
actividad aumenta abruptamente con un aumento de la 
concentración de Ca% citosólico, la cual puede ser 
resultado de activación celular, lesión celular o apopto- 
sis; tal como se ha indicado anteriormente, la exposi- 
ción de fosfatidilserina en la superficie exterior marca , 
una célula para la apoptosis e ingestión por macrófagos. 
La rodopsina, proteína que detecta la luz en el ojo de los 
vertebrados, tiene una segunda actividad: es una 
escramblasa que facilita la rápida distribución al azar, 
superior a 10.000 fosfolípidos por proteína y segundo, 
Finalmente, se cree que un grupo de proteínas que 
actúan principalmente transportando lípidos de fosfati- 
dilinositol a través de las bicapas lipídicas, las proteínas 
transferidoras de fosfatidilinositol, tienen papeles 
importantes en la señalización de lípidos y en el tráfico 
a través de la membrana. 


Lípidos y proteínas difunden lateralmente en la bicapa 


Las moléculas de lípido individuales pueden trasladarse 
lateralmente en el plano de la membrana intercambian- 
do su sitio con moléculas lipídicas vecinas, es decir 
experimentan movimiento browniano dentro de la bica- 
pa (Fig. 11-15b) que puede ser muy rápido. Una molé- 
cula en la cara externa de la membrana plasmática de 
eritrocito, por ejemplo, puede difundir lateralmente con 
tal rapidez que puede dar la vuelta completa al eritroci- 
to en segundos. Esta rápida difusión lateral dentro del 
plano de la bicapa, tiende a hacer aleatoria la posición 
de las moléculas individuales en unos pocos segundos. 
Se puede demostrar experimentalmente la difusión 
lateral mediante la unión de sondas fluorescentes a los 
grupos de cabeza de lípidos y utilizando la microscopia 
de fluorescencia para seguir las sondas en función del 
tiempo (Fig. 11-16). En una de las técnicas se decolo- 
ra una pequeña región (5 ¿am?) de una superficie celular 
con lípidos marcados con fluorescencia por medio de 
radiación láser intensa de modo que la pequeña exten- 
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sión irradiada ya no fluoresce cuando se observa a la luz 
mucho más tenue del microscopio de fluorescencia (no 
decolorante). Sin embargo, en cuestión de milisegundos 
la región recupera su fluorescencia ya que moléculas de 
lípido no decoloradas difunden a la parte decolorada a 
la vez que las moléculas de lípido decoloradas difunden 
fuera de la misma. La velocidad de recuperación de la 
fluorescencia después de la fotodecoloración o FRAP 
(fluorescent recovery after photobleaching), es una 
medida de la velocidad de difusión lateral de los lípidos. 
Utilizando la técnica FRAP se ha demostrado que algu- 
nos lípidos de membrana difunden lateralmente a una 
velocidad de hasta 1 ¿m/s. 

Otra técnica, el rastreo de una sola partícuia, permi- 
te seguir el movimiento de una única molécula de lípi- 
do en la membrana plasmática en una escala de tiempo 
mucho menor, Los resultados de estos estudios confir- 
man la rápida difusión lateral dentro de regiones con- 


FIGURA 11-16 Medición de las velocidades de difusión lateral de 
lípidos mediante recuperación de la fluorescencia después de la foto- 
decoloración (FRAP). Los lípidos de la hoja exterior de la membrana 
plasmática se marcan mediante uma reacción con una sonda fluores- 
cente impermeable a la membrana (rojo), de manera que la superficie 
queda marcada de manera uniforme cuando se observa al microscopio 
de fluorescencia. Se decolora una pequeña área por irradiación con un 
haz láser intenso con lo que tal área deja de ser fluorescente. Con el 
paso del tiempo, moléculas de lípido marcadas difunden hacia la región 
decolorada con lo que vuelve a ser fluorescente. A partir de la recupera- 
ción de la fluorescencia en función del tiempo puede determinarse el 
coeficiente de difusión del lipido marcado. Las velocidades de difusión 
son normalmente elevadas; un lipido que se desplace a esta velocidad 
podría circunnavegar E. coli en un segundo. (El método FRAP también se 
puede utilizar para medir la difusión lateral de proteínas de membrana). 


cretas pequeñas de la superficie celular pero aquel 
movimiento de una de estas regiones a una región veci- 
na (“difusión a saltos” o “hop diffusion”) está inhibido; 
los lípidos de membrana se comportan como si estuvie- 
sen cercados por vallas que sólo pueden cruzar ocasio- 
nalmente por difusión a saltos (Fig. 11-17). 

Muchas proteínas de membrana se mueven como si 
flotasen en un mar de lípidos. Al igual que los lípidos de 
membrana estas proteínas tienen libertad para difundir 
lateralmente en el plano de la bicapa y están en movi- 
miento constante, tal como se demuestra mediante la 
técnica FRAP con proteínas de superficie con marcado- 
res fluorescentes, Algunas proteínas de membrana se 
asocian formando grandes agregados (“parches”) en la 
superficie de una célula u orgánulo, en la que las molé- 
culas de proteína individuales no se mueven unas res- 
pecto a las otras; por ejemplo, los receptores de acetil- 
colina forman densos parches casi cristalinos sobre las 


FIGURA 11-17 Difusión a saltos de moléculas de lípido individuales. 
El movimiento de una única molécula de lípido fluorescente en una 
superficie celular se registra en vídeo por microscopia de fluorescencia, 
con una resolución en el tiempo de 25 us (equivalente a 40.000 mar- 
cos/s). El trazo aquí mostrado representa una molécula seguida durante 
56 ms (2.250 marcos); el trazo empieza en el área púrpura y continúa a 
través de las áreas azul, verde y naranja. El patrón de movimiento indica 
una difusión rápida dentro de una región confinada (alrededor de 250 
nm de diámetro, señalada por un solo color), con saltos ocasionales a 
una región adyacente. Este descubrimiento sugiere que los lípidos se 
encuentran encerrados por vallas moleculares que pueden saltar de vez 
en cuando. [Fuente: Cortesía de Takahiro Fujiwara, Ken Ritchie, Hideji 
Murakoshi, Ken Jacobson y Akihiro Kusumi.] 
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FIGURA 11-18 Movilidad restringida del intercambiador cloruro-bi- 
carbonato del eritrocito y de la glucoforina. Las proteínas abarcan la 
membrana y se ligan a la proteína citoesquelética espectrina mediante otra 
proteína, la anquirina, limitando sus movilidades laterales. La-anquirina está 
anclada a la membrana por una cadena lateral de palmitilo unida covalen- 
temente (véase la Fig. 11-13). La espectrina, una proteína larga y filamen- 
tosa, se entrecruza en complejos de unión que contienen actina. Una red 
de moléculas de espectrina entrecruzadas unidas a la cara citoplasmática 
de la membrana plasmática estabiliza la membrana contra deformaciones. 
Esta rec de proteínas de membrana ancladas puede ser el "corral" sugerido 
por el experimento de la Figura 11-17; los rastros de lipido aquí mostrados 
están confinados a diferentes regiones definidas por las proteínas de mem- 
brana ligadas. De vez en cuando una molécuyla de lípida (trazo verde) salta 
de un corral a otro (trazo azul) y después aun a otro (trazo rojo). 


membranas plasmáticas neuronales en las sinapsis. 
Otras proteínas de membrana están ancladas a estruc- 
turas internas que evitan su libre difusión. En la mem- 
brana del eritrocito, tanto la glucoforina como el inter- 
cambiador de bicarbonato-cloruro (véase la p. 410) 
están ligados a la espectrina, una proteína filamentosa 
del citoesqueleto, (Fig. 11-18). Una explicación posi- 
ble del patrón de difusión lateral de las moléculas de 
lípido mostrado en la Figura 11-17 es que las proteínas 
de membrana inmovilizadas por su asociación con la 
espectrina forman las “vallas” que definen las regiones 
de movimiento lipídico relativamente no restringido. 


Los esfingolípidos y el colesterol se agrupan 
conjuntamente en balsas de membrana 


Hemos visto que la difusión de los lípidos de membrana 
de una cara de la bicapa a la otra es muy lenta a menos 
que esté catalizada y que las diferentes especies de lípi- 
do de la membrana plasmática están distribuidas de 
manera asimétrica en las dos hojas de la bicapa (Fig. 
11-5). Incluso dentro de una misma hoja, la distribución 
de lípidos no es uniforme. Los glucoesfingolípidos (cere- 
brósidos y gangliósidos), que contienen normalmente 
ácidos grasos saturados de cadena larga, forman agrupa- 
ciones transitorias en la hoja externa que excluye prác- 
ticamente los glicerofosfolípidos, los cuales contienen 
habitualmente un grupo acilo graso insaturado y un 
grupo acilo graso saturado más corto. Los grupos acilo 
saturados largos de los esfingolípidos pueden formar 
asociaciones más compactas y estables con el largo sis- 
tema anular del colesterol que las cadenas más cortas y, 
a menudo insaturadas, de los fosfolípidos. Los microdo- 
minios de la membrana plasmática hacen que la bicapa 
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FIGURA 11-19 Microdominios (balsas) en la membrana. Asociacio- 
nes estables de esfingolípidos y colesterol en la hoja externa producen 
un microdominio, ligeramente más grueso que otras regiones de la 
membrana, que está enriquecido con tipos específicos de proteínas de 
membrana. Las proteínas ancladas por GPi se encuentran predominan- 
temente en la hoja externa de estas balsas mientras que proteínas con 
uno o varios grupos acilo de cadena larga unidos covalentemente son 
frecuentes en la hoja interna. La caveolina se encuentra de modo prefe- 
rente en balsas curvadas hacia el interior denominadas caveolas espe- 
cialmente enriquecidas en proteínas denominadas caveolinas (véase la 
Fig. 11-20). Las proteinas con grupos prenilo unidos (tales como Ras; 
véase el Recuadro 12-1) tienden a ser excluidas de las balsas. 


sea ligeramente más gruesa y más ordenada (menos 
fluida) que regiones vecinas ricas en fosfolípidos y que 
sean más difíciles de disolver con detergentes no ióni- 
cos; se comportan como balsas (rafts) de esfingolípido 
de estructura líquida ordenada a la deriva en un océano 
de fosfolípidos líquidos desordenados (Fig. 11-19). 
Proteínas con secciones helicoidales hidrofóbicas relati- 
vamente cortas (19 a 20 residuos) no pueden abarcar la 
bicapa más gruesa de las balsas por lo que tienden a ser 
excluidas. Proteínas con hélices hidrofóbicas más largas 
(24 a 25 residuos) se segregan a las regiones bicapa más 
gruesas de las balsas, donde se estabiliza la longitud total 
de la hélice gracias al efecto hidrofóbico. 

Las balsas de lípidos contienen una cantidad 
elevada de dos clases de proteínas integrales de membra- 
na con dos tipos específicos de lípidos unidos covaleyfe- 
mente. Las proteínas integrales de una clase tienen dos 
ácidos grasos saturados de cadena larga (dos grupos 
palmitilo o un grupo palmitilo y uno miristilo)unidos de 
forma covalente mediante residuos Cys . Las de la segun- 
da clase, las proteínas ancladas por GPI, tienen un gluco- 
silfosfatidilinositol en su residuo carboxilo-terminal (Fig. 
11-13). Probablemente, estas anclas lipídicas, lo mismo 
que las cadenas acílicas largas saturadas de los esfingolí- 
pidos, forman asociaciones más estables con el colesterol 
y los grupos acílicos largos de las balsas que con los fos- 
folípidos que las rodean. (Es de notar que otras proteínas 
unidas a lípidos, las que contienen grupos isoprenilo tales 
como el farnesilo unidos de forma covalente, no se aso- 
cian preferentemente con la hoja externa de las balsas de 
esfingolípido/colesterol; véase la Fig. 11-19). Los domi- 
nios “balsa” y “mar” de la membrana plasmática no están 
separados de manera rígida; las proteínas de membrana 
pueden desplazarse hacia dentro y hacia fuera de las 
balsas de lípido en una escala de tiempo de segundos. 
Pero en la escala de tiempo más corta (microsegundos) 
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más adecuada para muchos procesos bioquímicos en los 
que intervienen membranas, muchas de estas proteínas 
residen principalmente en una balsa. 

Se puede calcular la fracción de superficie celular 
ocupada por balsas a partir de la fracción de membrana 
plasmática que resiste la solubilización por detergentes 
que, en algunos casos, puede llegar a ser del 50%: las 
balsas cubren la mitad del océano. Medidas indirectas 
en cultivos de fibroblastos sugieren que una balsa indi- 
vidual tiene aproximadamente un diámetro de 50 nm, lo 
que corresponde a un parche con unos cuantos miles de 
esfingolípidos y quizá 10 a 50 proteínas de membrana. 
Debido a que la mayoría de células expresan más de 50 
clases diferentes de proteínas de la membrana plasmá- 
tica, es probable que una sola balsa contenga sólo un 
subconjunto de proteínas de membrana y que esta 
segregación de proteínas de membrana sea funcional- 
mente significativa. Para un proceso en el que intervie- 


ne la interacción de dos proteínas de membrana, su . 


presencia en una misma balsa aumentaría grandemente 
la probabilidad de su colisión. Ciertos receptores de 
membrana y proteínas de señalización, por ejemplo, 
parecen estar segregadas conjuntamente en balsas de 
membrana, Se han hecho experimentos que demues- 
tran que se puede interferir en la señalización a través 
de estas proteínas mediante manipulaciones que elimi- 
nan el colesterol de la membrana plasmática y destru- 
yen las balsas de lípidos. 

Una caveolina es una proteína integral de mem- 
brana con dos dominios globulares conectados por un 
dominio hidrofóbico en forma de horquilla que une la 
proteína a la hoja citoplasmática de la membrana plas- 
mática. El anclaje a la membrana se refuerza con tres 
grupos palmitilo umdos al dominio globular carboxi-ter- 
minal. Las caveolinas forman dímeros y se asocia con 
regiones de la membrana ricas en colesterol. La presen- 
cia de dímeros de caveolina fuerza a la bicapa lipídica 
asociada a curvarse hacia dentro, formando caveolas 
(“pequeñas cuevas”) en la superficie de la célula (Fig. 
11-20). Las caveolas son balsas especiales: en ellas 
intervienen ambas hojas de la bicapa (la hoja citoplas- 
mática, de la que se proyectan los dominios globulares 
de la caveolina y la hoja extracelular, una balsa típica de 
esfingolípidos/colesterol con proteínas asociadas ancla- 
das por GPI). Las caveolas intervienen en diversas fun- 
ciones celulares, entre las que se incluyen el tráfico a 
través de membranas dentro de las células y la trans- 
ducción de señales externas en respuestas celulares. 


FIGURA 11-20 Una caveolina fuerza la curvatura hacia adentro de las 
membranas. Las caveolas son pequeñas invaginaciones de la membrana 
plasmática, tal como se ven en (a) una micrografía electrónica de una 
superficie de adipocito marcada con un marcador denso en electrones 
(b) Esquema que muestra la localización y papel de la caveolina en ia 
curvatura hacia adentro de la membrana. Cada monómero de caveolina 
tiene un dominio central hidrofóbico y tres grupos acilo de cadena larga 
(rojo) que mantienen la molécula en el interior de la membrana plasmá- 
tica. Cuando se concentran en una pequeña región (una balsa) varios 
dímeros de cavweolina, fuerzan una curvatura de la bicapa lipidica, for- 
mando una caveola. Las moléculas de colesterol de la bicapa se muestran 
en naranja. (c) El aplanamiento de las caveolas permite que se expanda 
la membrana plasmática en respuesta a diversos estreses. [Fuente: (a) 
Cortesía de R. G. Parton. Reproducido con permiso de Macmillan Publi- 
shers, Ltd. Nature Rev. Mol. Cell. Biol. 8:185-194, Fig. 1a. O2007.] 


Los receptores de la insulina y de otros factores de 
crecimiento, así como ciertas proteínas de unión a GTP 
y proteína quinasas asociadas con la señalización trans- 
membrana, parecen estar localizadas en balsas y, quizá, 
en caveolas. En el Capítulo 12 se tratan algunos papeles 
posibles de las balsas en la señalización. 

Las caveolas también pueden proporcionar una 
forma de expandir la superficie celular. La bicapa lipídi- 
ca no es, en sí, elástica, pero si caveolas existentes 
pierden su caveolina asociada como resultado de una 
señal reguladora, las caveolas aplanan la membrana 
plasmática (Fig. 11-20c). El efecto es que se añade área 
superficial, permitiendo que la célula se expanda sin 
explotar en respuesta a estrés osmótico o de otro tipo. 
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La curvatura y la fusión de membranas son cruciales 
en muchos procesos biológicos 


Las caveolinas no son únicas en su capacidad de inducir 
curvatura en las membranas. Los cambios de curvatura 
son cruciales en una de las propiedades más notables de 
las membranas biológicas: su capacidad para fusionarse 
con otras membranas sin perder su continuidad. Aunque 
las membranas son estables ello no quiere decir que sean 
estáticas. Dentro del sistema endomembranoso eucarió- 
tico (que incluye la membrana nuclear, el retículo endo- 
plasmático, el complejo de Golgi y varias vesículas 
pequeñas) hay una reorganización constante de los 
compartimientos membranosos. Hay pequeñas vesículas 
que brotan del RE para llevar lípidos y proteínas recién 
sintetizados a otros orgánulos y a la membrana plasmá- 
tica, En la exocitosis, endocitosis, división celular, fusión 
de las células del huevo y esperma y la entrada de un 
virus con envuelta membranosa dentro de la célula hués- 
ped tiene lugar en todos ellos la reorganización de la 
membrana que requiere la fusión de dos segmentos 
membranosos sin pérdida de continuidad (Fig. 11-21). 
La mayoría de estos procesos empiezan con un incre- 
mento local de la curvatura de la membrana. Una proteí- 
na que ya es intrínsecamente curvada puede forzar la 
curvatura de una bicapa al unirse a ella (Figura 11-22); 
la energía de fijación proporciona la fuerza motriz para 
incrementar la curvatura de la membrana. Alternativa- 
mente, muchas subunidades de una proteína de arma- 
zón puede unirse en complejos supramoleculares curva- 
dos y estabilizar curvas que se forman espontáneamente 
en una bicapa. Por ejemplo, una superfamilia de proteí- 
nas que contienen dominios BAR (así nombrados por 
los tres primeros miembros de la familia que se identifi- 
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FIGURA 11-21 Fusión de membranas. La fusión de dos membranas es 
fundamenta! en multitud de procesos celulares en ios que intervienen 
tanto orgánulos como la membrana plasmática. 
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(a) AAA 


Una proteína con una curvatura 
intrínseca y con una elevada densidad de 
carga positiva en su superficie interna 
cóncava interacciona con grupos de 
cabeza de fosfolipidos cargados 
negativamente lo que favorece la 
curvatura de la bicapa. 


(b) 


Una proteína con una o más hélices 
anfipáticas insertada en una hoja de la 
bicapa se apiña con los lípidos en aquella 
hoja obligando a la membrana a curvarse. 


(c) 


YET Y 


Proteínas con dominios BAR pueden 
polimerizarse dando una superestructura 
que favorece y mantiene la curvatura. 


FIGURA 11-22 Tres modelos para la curvatura de las membranas 
inducida por proteínas. [Fuentes: (a, b) Información de B. Qualman et 
al, EMBO 1 30:3501, 2011, Fig. t. (c) información de B. J. Peter et al, 
Science 303:495, 2004, Fig. la.] 


caron: B1N1, anfifisina y RVS167) pueden unirse en un 
armazón en forma de luna creciente que se une a la 
superficie de la membrana lo que fuerza o favorece la 
curvatura de la misma. Los dominios BAR consisten en 
superenrollamientos que forman dímeros curvados iar- 
gos y finos con una superficie cóncava cargada positiva- 
mente que tiende a establecer interacciones iónicas con 
los grupos de cabeza cargados negativamente de los 
lípidos de membrana PIP2 y PIP3. La formación enzimá- 
tica de estos lípidos de inositol puede marcar un área de 
la membrana plasmática para la creación de una curva- 
tura hacia dentro mediante una proteína BAR (Fig. 
11-22). Algunas de estas proteínas BAR también tienen 
una región helicoidal que se inserta como una cuña en 
una cara de la bicapa expandiendo su área en relación 
con la otra cara con lo que fuerza su curvatura. 

La fusión específica de dos membranas requiere 
que (1) se reconozcan entre sí; (2) sus superficies 
estén muy cerca, lo que requiere la eliminación de las 
moléculas de agua normalmente asociadas con los gru- 
pos de cabeza polares de los lípidos; (3) sus estructuras 
en bicapa se rompan localmente dando lugar a la fusión 
de la hoja externa de cada membrana (hemifusión); y 
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(4) sus bicapas se fusionen formando una bicapa única 
continua. La fusión que tiene lugar en la endocitosis 
mediada por receptor, o secreción regulada, también 
requiere que (5) el proceso de fusión se desencadene 
en el momento apropiado o como respuesta a una señal 
específica. Las proteínas integrales llamadas proteí- 
nas de fusión favorecen estos procesos, promoviendo 
un reconocimiento específico y una distorsión local 
transitoria de la estructura de la bicapa que favorece la 
fusión de la membrana. (Observe que estas proteínas 
de fusión no están relacionadas con los productos codi- 
ficados por dos genes fusionados, también llamados 
proteínas de fusión, descritas en el Capítulo 9). 

Un ejemplo bien estudiado de fusión de membrana 
tiene lugar en las sinapsis cuando vesículas intracelula- 
res (neuronales) cargadas con neurotransmisor se 
fusionan con la membrana plasmática. Las células de 
levadura proporcionan otro sistema asequible desde el 
punto de vista experimental en el que hay vesículas que 
se fusionan con la membrana plasmática, hberando sus 
productos de secreción. Ambos procesos requieren una 
familia de proteínas llamadas SNARE (Fig. 11-23). Las 
proteínas SNARE en la cara citoplasmática de las vesí- 
culas intracelulares se llaman v-SNARE (v de vesícu- 
la); las que están en las membranas diana con las que se 
fusionan las vesículas (la membrana plasmática durante 
la exocitosis) se llaman t-SNARE (ż de target = diana). 
La proteína NSF regula las interacciones entre las 
SNARE. Durante la fusión una v-SNARE y una t-SNARE 
se unen entre sí y experimentan un cambio estructural 
que produce un haz de varillas largas y delgadas forma- 
das por hélices de ambas SNARE así como dos hélices 
de SNAP25 (Fig. 11-23). Inicialmente las dos SNARE 
interaccionan por sus extremos y a continuación cierran 
como una cremallera el haz de hélices. Este cambio 
estructural pone en contacto las dos membranas y se 
inicia la fusión de sus bicapas lipídicas. Una denomina- 
ción alternativa de los tipos de SNARE se basa en carac- 
terísticas estructurales de las proteínas: R-SNARE tie- 
nen un residuo Arg crítico para su función y las Q-SNA- 
RE un residuo Gln crítico. Normalmente, las R-SNARE 
actúan como las v-SNARE mientras que las Q-SNARE 
actúan como las t-SNARE. James E. Rothman, Randy W. 
Schekman y Thomas C. Siiddhof compartieron el Premio 
Nobel de Fisiología o Medicina de 2013 por su descubri- 
miento de la base molecular del tráfico de membranas y 
de la fusión. 


Thomas C. Súdhof, Randy WY. Schekman y James E. Rothman [Fuente: 
Alban Wyters/Sipa USA/AP images.] 
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FIGURA 11-23 Fusión de membrana durante la liberación de un neuro- 
transmisor en una sinapsis. La membrana de la vesicula secretora con- 
tiene la v-SNARE sinaptobrevina (rojo). La membrana diana (plasmá- 
tica) contiene las t-SNARE sintaxina (azul) y SNAP25 (violeta). Cuando 
un aumento local de [Ca] señala la liberación del neurotransmisor, 
v-SNARE, SNAP25 y t-SNARE interaccionan formando un haz enrollado 
de cuatro hélices «a, tirando conjuntamente de las dos membranas y 
rompiendo localmente la bicapa lo que lleva primero a la hemifusión, 
unión de las hojas internas de las dos membranas, para completar des- 
pués la fusión de la membrana y la liberación de neurotransmisor NSF 
(factor de fusión sensible a la N-etilmalimida) actúa en la desagregación 
del complejo SNARE cuando la fusión ya está completada. [Fuente: 
información de Y. A. Chen y R. H. Scheller, Nature Rev. Mol. Cel! Biol. 
2:98, 2001] 


El complejo de las SNARE y SNAP25 es la diana 
de varias toxinas potentes. La toxina de Clostri- 
dium botulinum, es una proteasa bacteriana que corta 
enlaces específicos de estas proteínas, impidiendo la 
neurotransmisión y causando parálisis y. Debido a su 
elevadísima especificidad por estas proteínas, se ha uti- 
lizado la toxina botulínica purificada como una potente 
herramienta para analizar el mecanismo de la liberación 
de neurotransmisores in vivo e in vitro. Utilizada en 
pequeñas cantidades, la toxina botulínica (Botox) se 
utiliza en medicina para tratar enfermedades de los 
músculos del ojo y del cuello, así como en cosmética 
para eliminar arrugas de la piel. La toxina tetánica, pro- 
ducida por la bacteria Clostridium tetani, también es 
una proteasa con alta especificidad por las proteínas 
SNARE. Produce dolorosos espasmos musculares y rigi- 
dez de los músculos voluntarios, de ahí el síntoma 
característico del “trismo” o “mandíbula trabada”. $ 


Ciertas proteínas integrales de la membrana plasmática 
favorecen la adhesión superficial, la señalización y otros 
procesos celulares 


Varias familias de proteínas integrales de la membrana 
plasmática, proporcionan puntos específicos de anclaje 
entre células, o entre una célula y proteínas de la matriz 
extracelular. Las integrinas son proteínas de adhesión 
superficial que intervienen en la interacción de una célu- 
la con la matriz extracelular y con otras células, entre las 
que se incluyen algunos patógenos. Las integrinas tam- 
bién son portadoras de señales en ambas direcciones a 
través de la membrana plasmática, integrando informa- 
ción acerca del entorno tanto extra como intracelular. 
Todas las integrinas son proteínas heterodiméricas con 
dos subunidades diferentes, (a y 9) cada una de ellas 
anclada a la membrana plasmática por una simple hélice 
transmembrana. Los dominios extracelulares grandes de 
ias subunidades «a y 8 se combinan para formar un sitio 
específico de unión para proteínas extracelulares tales 
como el colágeno y la fibronectina, que contienen un 
determinante común de la unión de las integrinas, la 
secuencia Arg-Gly-Asp (RGD). 

Otras proteínas de la membrana plasmática que tam- 
bién intervienen en la adhesión superficial son las cade- 
rinas, que experimentan interacciones homofílicas (“con 
la misma clase”) con caderinas idénticas en células adya- 
centes. Las selectinas tienen dominios extracelulares 
que, en presencia de Ca**, unen polisacáridos específicos 
de la superficie de una célula adyacente. Las selectinas 
están presentes principalmente en los diversos tipos de 
células sanguíneas y en las células endoteliales que tapi- 
zan los vasos sanguíneos (véase la Fig. 7-32). Son una 
parte esencial del proceso de coagulación de la sangre. 

Las proteínas integrales de membrana intervienen en 
muchos otros procesos celulares. Actúan como transpor- 
tadores y canales iónicos (como se discutirá en la Sección 
11.3) y como receptores de hormonas, neurotransmisores, 
y factores de crecimiento (Capítulo 12). Son esenciales en 
la fosforilación oxidativa, y fotofosforilación (Capítulo 19 y 
20) y en el reconocimiento célula-célula y antígeno-célula 
del sistema inmunitario (Capítulo 5). Las proteínas inte- 
grales también son responsables principales en la fusión de 
membranas que acompaña la exocitosis, endocitosis y la 
entrada de muchos tipos de virus en las células huésped. 
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RESUMEN 11.2 Dinámica de membranas 


E Los lípidos de una membrana biológica pueden exis- 
tir en estado líquido ordenado o en estado líquido desor- 
denado; en este último caso, el movimiento térmico de 
las cadenas acilo hace que el interior de la bicapa sea 
fluido. La fluidez se ve afectada por la temperatura, la 
composición de ácidos grasos y el contenido en esteroles. 
E La difusión flip-flop de lípidos entre las hojas inter- 
na y externa de una membrana es muy lenta excepto 
cuando está catalizada específicamente por flipasas, 
flopasas o escramblasas. 

E Los lípidos y proteínas pueden difundir lateralmen- 
te dentro del plano de la membrana, pero esta motilidad 
está limitada por imteracciones de las proteínas de 
membrana con estructuras internas del citoesqueleto e 
mteracciones de lípidos con balsas de lípido. Una clase 
de balsas de lípidos están enriquecidas en esfingolípidos 
y colesterol con un subconjunto de proteínas de mem- 
brana que están unidas a GPI o a varias porciones acilo 
graso de cadena larga. 

E Las caveolinas son unas proteínas integrales de 
membrana que se asocian con la hoja interna de la 
membrana plasmática obligándola a curvarse hacia den- 
tro para formar caveolas, que intervienen en el trans- 
porte a través de membranas, en la señalización y en la 
expansión de membranas plasmáticas. 

E Proteínas específicas que contienen dominios BAR 
producen una curvatura local de la membrana e inter- 
vienen en la fusión de dos membranas, la cual acompa- 
ña a procesos tales como la endocitosis, la exocitosis y 
la invasión vírica. Debido a que los fosfolípidos de inosi- * 
tol PIP2 y PIP3 son reconocidos específicamente por 
proteínas BAR, su formación puede ser la señal para el 
inicio de los procesos intracelulares que requieren cur- 
vatura de la membrana. 

E Las SNARE son proteínas de membrana que actúan 
en la fusión de vesículas con la membrana plasmática, 
en respuesta a una señal. 

MM Integrinas, caderinas y selectinas son proteínas 
transmembrana de la membrana plasmática que actúan 
para unir células entre sí y para transportar mensajes 
entre la matriz extracelular y el citoplasma. 


11.3 Transporte de solutos a través 
de membranas 


Todas las células vivas deben adquirir de su alrededor las 
materias primas para la biosíntesis y para la producción 
de energía y deben liberar a su entorno los productos de 
desecho del metabolismo: ambos procesos requieren que 
compuestos pequeños o iones inorgánicos crucen la mem- 
brana plasmática. Dentro de la célula eucariótica, diferen- 
tes compartimientos tienen diferentes concentraciones 
de iones y de intermediarios y productos metabólicos, y 
estos, también, han de trasladarse a través de las mem- 
branas intracelulares mediante procesos fuertemente 
regulados. Unos pocos compuestos apolares pueden 
disolverse en la bicapa lipídica y cnizar la membrana sin 
más ayuda, pero en el caso de compuestos polares o iones 
es esencial una proteína de membrana para el transporte 
transmembrana. Aproximadamente 2.000 genes del geno- 
ma humano codifican proteínas que funcionan transpor- 
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FIGURA 11-24 Resumen de los tipos de transporte. Algunos tipos 
(ionóforos, canales iónicos y transportadores pasivos) simplemente ace- 
leran el movimiento transmembrana de solutos a favor de su gradiente 
electroquímico, mientras que otros (transportadores activos) pueden 
bombear solutos contra un gradiente, utilizando ATP o un gradiente de 
un segundo soluto para proporcionar la energia. 


tando solutos a través de las membranas En algunos casos 
una proteína de membrana facilita la difusión de un soluto 
a favor de su gradiente de concentración, pero el trans- 
porte también puede tener lugar contra un gradiente de 
concentración, potencial eléctrico o ambos, y en estos 
casos, tal como veremos, el proceso requiere energía. Los 
jones también pueden difundir a través de las membranas 
vía canales iónicos formados por proteínas o pueden ser 
transportados por ionóforos que son moléculas pequeñas 
que enmascaran la carga de los iones y permiten que 
difundan a través de la bicapa lipídica. La Figura 11-24 
resume los diferentes tipos de mecanismos de transporte 
que se discuten en esta sección. 


El transporte puede ser activo o pasivo 


Cuando dos compartimientos acuosos que contienen 
diferentes concentraciones de un componente soluble o 
un ión están separados por una división permeable 
(membrana), el soluto se desplaza por difusión simple 


FIGURA 11-25 Desplazamiento de solutos a través 
de una membrana permeable. (a) El movimiento neto 
de solutos eléctricamente neutros es hacia el lado de 
menor concentración de soluto hasta que se alcanza el 
equilibrio. Las concentraciones de soluto a la izquierda y 
a la derecha de la membrana, tal como se muestran aquí, 
se designan C, y C, La velocidad de movimiento trans- 
membrana del soluto (indicado por las flechas) es pro- 
porcional al gradiente de concentración. (b) El movi- 
miento neto de solutos cargados eléctricamente viene 


dictado por una combinación del potencial eléctrico (V_) Antes del 
la razón de concentraciones químicas (C/C), a través equilibrio 
x h Z/G Flujo neto 


de la membrana; el movimiento neto de iones continúa cl 
hasta que su potencial electroquímico llega a cero 


desde la región con una concentración más elevada, a 
través de la membrana, a la región de concentración más 
baja, hasta que los dos compartimientos tienen concen- 
traciones iguales de soluto (Fig. 11-25a). Cuando iones 
de cargas opuestas están separados por una membrana 
permeable, se crea un gradiente eléctrico transmembra- 
na, un potencial de membrana, V, (expresado en 
milivoltios). Este potencial de membrana produce una 
fuerza que se opone al movimiento de los iones que 
aumentan Vm pero que impulsa el movimiento de los 
iones que reducen Vm (Fig. 11-25b). Así, la dirección en 
la que un soluto cargado tiende a desplazarse espontá- 
neamente a través de una membrana depende tanto del 
gradiente químico (la diferencia en concentración de 
soluto) como del gradiente eléctrico (Vm) a través de la 
membrana. Juntos, estos dos factores se conocen como 
gradiente electroquímico o potencial electroquí.- 
mico. Este comportamiento de los solutos está de 
acuerdo con la segunda ley de la termodinámica: las 
moléculas tienden a adoptar espontáneamente la distri- 
bución de máxima aleatoriedad y mínima energía. 

Las proteínas de membrana que actúan aumentando 
la velocidad de transporte de soluto a través de la mem- 
brana se denominan transportadores. Los transportado- 
res son de dos tipos generales. Los transportadores 
pasivos facilitan, simplemente, el movimiento a favor de 
un gradiente de concentración, incrementando la veloci- 
dad de transporte. Este proceso se denomina transporte 
pasivo o difusión facilitada. Los transportadores 
activos (a veces denominados bombas) pueden trans- 
portar sustratos a través de la membrana contra un gra- 
diente de concentración o potencial eléctrico, proceso 
denominado transporte activo. Los transportadores 
activos primarios utilizan energía proporcionada direc- 
tamente por una reacción química; los transportadores 
activos secundarios acoplan el transporte cuesta arriba 
de un sustrato con el transporte cuesta abajo de otro. 


Los transportadores y los canales iónicos comparten 
algunas propiedades estructurales pero tienen 
mecanismos diferentes 


Para traspasar una bicapa lipídica, un soluto polar o 
cargado debe primero eliminar sus interacciones con las 
moléculas de agua en su capa de hidratación, a conti- 
nuación difundir alrededor de unos 3 nm (30 Å) a través 
de una sustancia (pido) en el que es poco soluble (Fig. 
11-26). La energía utilizada para romper la capa de 
hidratación y desplazar el compuesto polar desde el 
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FIGURA 11-26 Cambios energéticos que acompañan el paso de un 
soluto hidrofilico a través de la bicapa lipídica de una membrana bioló- 
gica. (a) En la difusión sencilla, la eliminación de la capa de hidratación 
es altamente endergónica, y la energía de activación (A GĦ} para la difu- 
sión a través de la bicapa es muy alta. (b) Una proteína transportadora 
reduce la AG para la difusión transmembrana del soluto. Lo hace esta- 
bleciendo interacciones no covalentes con el soluto deshidratado para 
reemplazar los puentes de hidrógeno con el agua, y proporcionando una 
vía de paso hidrofílica transmembrana. 


agua al lípido y, a continuación a través de la bicapa 
lipídica, se recupera cuando el compuesto abandona la 
membrana del otro lado y se rehidrata. Sin embargo, el 
estado intermedio del paso transmembrana es un esta- 
do de alta energía comparable al estado de transición de 
una reacción química catalizada por un enzima. En 
ambos casos, se debe superar una barrera de activación 
para alcanzar el estado intermedio (Fig. 11-26; compá- 
rese con la Fig. 6-3). La energía de activación (AG?) 
para la translocación de un soluto polar a través de la 
bicapa es tan grande que las bicapas lipídicas puras son 
prácticamente impermeables a las especies polares o 
cargadas durante períodos de tiempo significativos para 
el crecimiento y división celulares. 

Las proteínas de membrana disminuyen la energía de 
activación para el transporte de compuestos polares e 
iones proporcionando una ruta alternativa a través de la 
membrana para solutos específicos. La disminución de la 
energía de activación aumenta mucho la velocidad de 
transporte transmembrana (recuerde la Ecn. 6-6, p. 192). 
Los transportadores no son enzimas en el sentido usual; 
sus “sustratos” se transportan de un compartimiento a 
otro pero no son alterados químicamente. Sin embargo, al 
igual que los enzimas, los transportadores unen sus sus- 
tratos con especificidad estereoquímica a través de múlti- 
ples interacciones débiles, no covalentes. La variación de 
energía libre negativa asociada con estas interacciones 
débiles, AG „n  contrarresta la variación de energía libre 
positiva que acompaña la pérdida de agua de hidratación 
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del sustrato, AG erario) Tando lugar a una disminución 
de la AG* del paso transmembrana (Fig. 11-26). Las pro- 
teínas transportadoras abarcan la bicapa lipídica varias 
veces formando un canal transmembrana recubierto con 
cadenas laterales de aminoácidos hidrofílicos. El canal 
proporciona una ruta alternativa para que un sustrato 
específico se traslade a través de la bicapa lipídica sin 
tener que disolverse en la bicapa, lo que disminuye aun 
más la AG* para la difusión transmembrana. El resultado 
es un incremento de varios órdenes de magnitud de la 
velocidad de paso del sustrato a través membrana. 

Los canales iónicos aceleran el paso de iones inor- 
gánicos a través de membranas mediante mecanismos 
diferentes a los de los transportadores. Los canales 
iónicos proporcionan un paso acuoso a través de la 
membrana por el que pueden difundir iones inorgánicos 
a velocidades muy elevadas. La mayoría de canales jóni- 
cos tienen una “compuerta” (Fig. 11-27a) regulada por 
una señal biológica. Cuando la compuerta está abierta, 
los iones se desplazan a través de la membrana, por el 
canal, en la dirección dictada por la carga del ión y el 
gradiente electroquímico. El desplazamiento se realiza a 
velocidades cercanas al límite de la difusión sin trabas 
(decenas de millones de iones por segundo y por canal; 
muy superior a las velocidades de los transportadores 
típicos). Los canales iónicos frecuentemente muestran 
alguna especificidad hacia un ión, pero no son satura- 
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FIGURA 11-27 Diferencias entre canales y transportadores. (a) En 
un canal iónico, un poro transmembrana está abierto o cerrado, según la 
posición de la compuerta única. Cuando está abierto, los ¡ones se des- 
plazan a través de! mismo a una velocidad limitada sólo por la velocidad 
máxima de difusión. (b) Los transportadores tienen dos compuertas que 
nunca están ambas abiertas al mismo tiempo. El movimiento de un sus- 
trato (un ión o una molécula pequeña) a través de la membrana está, 
por tanto, limitado por el tiempo necesario para que una compuerta se 
abra y cierre (en un lado de la membrana) y por el que necesita la 
segunda compuerta para abrirse. Las velocidades de movimiento a tra- 
vés de los canales iónicos pueden ser varios órdenes de magnitud supe- 
riores a las velocidades a través de los transportadores. Los canales per- 
miten simplemente que el ¡ón fluya a favor dei gradiente electroquímico 
mientras que los transportadores activos (bombas) pueden mover ur. 
sustrato contra un gradiente de concentración [Fuente: información de 
D. C. Gadsby, Nature Rev. Mol. Cell Biol. 10:344, 2009, Fig 1] 
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bles por su ión sustrato. El flujo a través de un canal se 
detiene cuando el mecanismo de compuerta está cerra- 
do (asimismo por una señal biológica) o cuando ya no 
existe un gradiente electroquímico que proporciones la 
fuerza motriz para el desplazamiento. Ello contrasta con 
Jos transportadores que unen sus “sustratos” con eleva- 
da estereoespecificidad, catalizan el transporte a veloci- 
dades muy por debajo de los límites de la difusión libre 
y son saturables en el mismo sentido en que lo son los 
enzimas: existe una concentración de sustrato por enci- 
ma de la cual posteriores incrementos no se traducen 
en una mayor velocidad de transporte. Los transporta- 
dores tienen una compuerta en los dos lados de la mem- 
brana y las dos compuertas no están nunca abiertas al 
mismo tiempo (Fig. 11-27b). 

Tanto los transportadores como los canales iónicos 
constituyen grandes familias de proteínas, que se defi- 
nen no solo por sus secuencias primarias sino por sus 
estructuras secundarias. A continuación describiremos 
algunos representantes bien estudiados de las principa- 
les familias de transportadores y canales. Volverá a 
encontrar también algunos de estos transportadores en 
el Capítulo 12 cuando consideremos la señalización 
transmembrana y también en capítulos posteriores en el 
contexto de las rutas metabólicas en las que participan. 


El transportador de glucosa de los eritrocitos facilita 
el transporte pasivo 


El metabolismo productor de energía del eritrocito 
depende de un suministro constante de glucosa que 
proviene del plasma sanguíneo, donde la concentración 
de glucosa se mantiene alrededor de 5 mm. La glucosa 
penetra en el eritrocito por transporte pasivo vía un 
transportador de glucosa específico, llamado GLUTI, a 
una velocidad unas 50.000 veces superior a la que atra- 
vesaría la membrana sin ser asistido. 

El proceso de transporte de glucosa se puede des- 
cribir por analogía con una reacción enzimática en la 
que el “sustrato” es la glucosa del exterior de la célula 
(S) el “producto” es la glucosa del interior ($, ) y el 
“enzima” es el transportador, T. Cuando se mide la vejo- 
cidad inicial de captación de glucosa en función de la 
concentración externa de glucosa (Fig. 11-28), la grá- 
fica resultante es hiperbólica; a concentraciones exter- 
nas de glucosa elevadas la velocidad de captación se 
acerca a Y, Formalmente, un proceso de transporte 
de este tipo se puede describir según las ecuaciones 


k; 
Sout * Ti 


Sout + Ti 
b [Ka k-a||ka 
k 
Sin + Ta S> Sa "Ta 


en donde k,, k ,, y así sucesivamente, son las constantes 
de velocidad directa e inversa para cada paso; T, es la 
conformación del transportador en la que el sitio de 
unión de la glucosa apunta hacia el exterior (en contac- 
to con el plasma sanguíneo) y T, la conformación en la 
que apunta hacia el interior. Dado que cada paso en la 
secuencia es reversible, el transportador es, en princi- 
pio, capaz de transportar la glucosa tanto hacia el inte- 
rior como al exterior de la célula. No obstante, con 
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FIGURA 11-28 Cinética del transporte de glucosa a los eritrocitos. 
(a) La velocidad inicial de entrada de glucosa a un eritrocito, V, 
depende de la concentración inicial de glucosa en el exterior, [S] ,. (b) 
Gráfica doble-recíproca de los datos en (a). La cinética del transporte 
pasivo es análoga a la cinética de una reacción catalizada por un enzima. 
Compare estas gráficas con ta Figura 6-11, y con la Figura 1 en el Recua- 
dro 6-1. Obsérvese que K, es análoga a K_, la constante de Michaelis. 


GLUTI1, la glucosa siempre se desplaza a favor del gra- 
diente de concentración, lo que normalmente quiere 
decir hacia dentro de la célula. La glucosa que entra en 
una célula generalmente se metaboliza de manera inme- 
diata por lo que la concentración intracelular de glucosa 
es baja en comparación con la de la sangre. 

Las ecuaciones de velocidad del transporte de gluco- 
sa se pueden deducir exactamente igual que para las 
reacciones catalizadas por enzimas (Capítulo 6), dando 
una expresión análoga a la ecuación de Michaelis-Menten: 


V marl haa 
Vo = ———— 11-1 
+ SL, (11-1) 


en la que Y, es la velocidad inicial de acumulación de 
glucosa en el interior de la célula cuando su concentra- 
ción en el medio circundante es [S], y la K, (K, -) 
es una constante análoga a la constante de Michaelis, es 
decir una combinación de constantes de velocidad 
característica de cada sistema de transporte. Esta ecua- 
ción describe la velocidad inicial (la velocidad observa- 
da cuando (S], = 0. Como en el caso de las reacciones 
catalizadas por enzimas, la forma intersección-pendiente 
de la ecuación describe una gráfica lineal de 1/V, frente 
1/[S} a partir de la cual podemos obtener los valores de 
K y Y max Fig. 11-28b). Cuando [S] , = K, la velocidad de 
captación es Y” ; el proceso de transporte está semi- 
saturado. La concentración de glucosa en la sangre, de 
4,5 a 5 mm, próxima al valor de K., asegura que GLUT1 
está casi saturado con sustrato y opera cerca dela V a 


(a) 


O Hidrofóbico 
O Polar 
e Con carga 


+NHy 


Dado que en la conversión de § „a S_ no se rompen 
ni se forman enlaces químicos, ni el “sustrato” ni el “pro- 
ducto” son intrínsecamente más estables y, por tanto, el 
proceso de entrada es totalmente reversible. Cuando (S] 
n S€ acerca a [S] ,, las velocidades de entrada y salida se 
igualan. Dicho sistema es, por consiguiente, incapaz de 
acumular glucosa dentro de las células a concentracio- 
nes superiores a las del medio circundante; simplemen- 
te consigue un equilibrio de la glucosa a ambos lados de 
la membrana a una velocidad mucho mayor de la que 
tendría lugar en ausencia de un transportador específi- 
co. GLUTI es específico de la n-glucosa, para la que la 
K, es aproximadamente 6 mm. Para los análogos próxi- 
mos D-manosa y D-galactosa, que sólo difieren en la 
posición de un grupo hidroxilo, los valores de K, son 20 
y 30 mm, respectivamente, y para la L-glucosa, K, es 
superior a 3.000 mm. De este modo, GLUTI muestra los 
tres rasgos del transporte pasivo: velocidades de difu- 
sión elevadas a favor de un gradiente de concentración, 
saturabilidad y estereoespecificidad. 

GLUTI es una proteína integral de membrana (M_ - 
56.000) con 12 segmentos hidrofóbicos, cada uno de los 
cuales forma una hélice que abarca la membrana (Fig. 
11-29a). Las hélices que tapizan el paso transmembra- 
na de la glucosa son anfipáticas; en cada hélice, los 
residuos de un lado son predominantemente apolares 
mientras que los del otro lado son mayoritariamente 
polares. Esta estructura anfipática es evidente en un 
diagrama de rueda helicoidal (Fig. 11-29b). Un agrupa- 
miento de hélices anfipáticas está ordenado de tal modo 
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FIGURA 11-29 Topología de membrana del transportador de glucosa 
GLUTI. (a) Las hélices transmembrana están representadas como filas obi;- 
cuas (en ángulo) de tres o cuatro residuos aminoácidos, representando cada 
fila una vuelta de la hélice œ. Nueve de las 12 hélices contienen tres o más 
residuos aminoácidos polares o con carga (azul o rojo), a menudo separados 
por varios residuos hidrofóbicos (amarillo). Esta representación de la topolo- 
gía no pretende representar la estructura tridimensional. (b) Un diagrama de 
rueda helicoidal muestra la distribución de residuos polares y apolares en la 
superficie de un segmento helicoidal. ta hélice está esquematizada como si 
se observase a lo largo de su eje desde el extremo amino-terminal. Los resi- 
duos adyacentes en la secuencia lineal están conectados, y cada residuo 
está puesto alrededor de ia rueda en la posición que ocupa en la hélice; 
recuerde que se requieren 3,6 residuos para una vuelta completa de la hélice 
a. En este ejemplo, los residuos polares (azul) están en una cara de la hélice 
y los residuos hidrofóbicos (amarillo) en la otra. Esto es, por definición, una 
hélice anfipática. (c) La asociación lateral de cuatro hélices anfipáticas, cada 
una con su cara polar orientada hacia la cavidad central, produce un canal 
transmembrana revestido con residuos polares (y con carga) disponible para 
interaccionar con la glucosa. (d) Estructura de GLUTI humana en la contor- . 
mación interior abierto determinada por cristalografía de rayos X. Esta visión 
en corte de la proteína muestra la larga cavidad central abierta hacia el inte- 
rior y forrada con muchas cadenas laterales polares (azul). [Fuentes: (a, c) 
Información de M. Mueckler, Eur. J. Biochem. 219:713, 1994. (d) PDB ID 
APYP, D. Deng et at., Nature 510:121, 2014.) 


que sus lados polares se enfrentan entre sí con lo que 
tapizan un poro hidrofílico a través del cual puede pasar 
la glucosa (Fig. 11-29c). Al mismo tiempo sus lados 
hidrofóbicos interaccionan con los lípidos de membrana 
circundantes de modo que el efecto hidrofóbico estabi- 
liza la estructura global del transportador. 

Estudios estructurales del GLUT1 de mamíferos y 
sus análogos próximos de otros organismos sugieren 
que la proteína experimenta un ciclo a través de una 
serie de cambios conformacionales que interconvierten 
una forma (T) con su sitio de fijación de glucosa acce- 
sible solamente desde el lado extracelular seguida de 
una forma en la que la glucosa unida está secuestrada e 
inaccesible desde cualquiera de los lados hasta una 
forma (T,) con el sitio de unión de glucosa abierto sola- 
mente al lado intracelular (Fig. 11-30). La única forma 
de la proteína humana GLUT1 resuelta por cristalogra- 
fía (Fig. 11-29d) es la forma abierta hacia el interior, La 
y En el genoma humano se encuentran codifica- 

dos doce transportadores de glucosa, cada uno 
con propiedades ciméticas, patrones de distribución 
tisular y función diferentes (Tabla 11-3). GLUT1, ade- 
más de suministrar glucosa a los eritrocitos, también 
transporta glucosa a través de la barrera hemato-ence- 
fálica, suministrando la glucosa que es esencial para el 
metabolismo normal del cerebro. Los muy escasos 
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FIGURA 11-30 Modelo del transporte de glucosa a los eritrocitos por 
GLUTI. El transportador existe en dos conformaciones: T, con el sitio de 
unión a glucosa expuesto en la superficie externa de la membrana plasmá- 
tica, y T, con el sitio de unión expuesto en la superficie interna. El transporte 
de glucosa tiene lugar en cuatro etapas. @ La glucosa del plasma sangui- 
neo se une a un sitio estereoespecífico en F, rebajando asi fa energía de 
activación para un cambio de conformación O desde glucosa, , 1, a gluco- 
sa, T, efectuando el paso transmembrana de la glucosa. © La glucosa es 
liberada desde T, al citoplasma, y O el transportador vuelve a la conforma- 
ción T, listo para transportar otra molécula de glucosa. Entre las formas T, y 
T, existe una forma intermedia (no mostrada aquí) en la que la glucosa está 
secuestrada dentro del transportador sin acceso a ninguno de los dos lados. 


individuos con defectos en GLUTI presentan una varie- 
dad de síntomas relacionados con el cerebro entre los 
que se incluyen ataques epilépticos, defectos del movi- 
miento y del lenguaje y retraso en el desarrollo. Entre 
los cuidados estándar para tales individuos se cuentan 
una dieta cetogénica, que proporciona las cetonas que 
pueden servir como fuente energética alternativa para 
el cerebro En el hígado, GLUT2 transporta glucosa 
fuera de los hepatocitos cuando se degrada el glucóge- 


TABLA 11-3 


no del hígado para reponer la glucosa sanguínea. 
GLUT2 tiene una K elevada (217 mm) de manera que 
puede responder a niveles elevados de glucosa intrace- 
lular (debido a la degradación del glucógeno) incre- 
mentando el transporte hacia el exterior. Los músculos 
esquelético y cardíaco así como el tejido adiposo, tie- 
nen otro transportador de glucosa, GLUT4 (K, = 5 mm), 
que se distingue por su estimulación por insulina: su 
actividad aumenta cuando la insulina señala que existe 
una elevada concentración de glucosa en sangre, con lo 
que se incrementa de este modo la velocidad de capta- 
ción de glucosa por el músculo y el tejido adiposo (el 
Recuadro 11-2 describe el efecto de la insulina sobre 
este transportador). Y 


El intercambiador de cloruro-bicarbonato cataliza 
el cotransporte electroneutro de aniones a traves 
de la membrana plasmática 


El eritrocito contiene otro sistema de transporte pasivo, 
un intercambiador de aniones, que es esencial en el 
transporte de CO, desde tejidos tales como el músculo 
esquelético y el hígado a los pulmones. El CO, de dese- 
cho procedente de los tejidos en respiración y liberado 
al plasma sanguíneo entra en el eritrocito, donde se 
convierte en bicarbonato (HCO;) por el enzima carbóni- 
co anhidrasa. (Recuerde que el HCO; es el principal 
tampón del pH sanguíneo; véase la Fig. 2-21). El HCO; 
vuelve a entrar en el plasma sanguíneo para ser trans- 
portado a los pulmones (Fig. 11-31). Debido a que el 
HCO; es mucho más soluble en el plasma sanguíneo que 
el CO,, esta ruta indirecta aumenta la capacidad de la 


Transportadores de glucosa en humanos temperaturas 


: Transportador Tejido(s) donde se expresa K (mu) Función/características" 
-GLUTI Eritrocitos, barrera hemato-encefálica, 3 Captación basal de glucosa, defectuoso en la 
Placenta, mayoría de tejidos a baja enfermedad De Vivo 
concentración 
GLUT2 Hígado, islotes pancreáticos, intestino, 17 En el hígado y riñón, eliminación de exceso de 
riñón glucosa de la sangre; en el páncreas, regulación 
de la liberación de insulina | 
GLUT3 Cerebro (neurona), testículos (esperma) 1.4 Captación basal de glucosa; alta velocidad 
de recambio 
. GLUT4 Músculo, grasa, corazón 5 Actividad incrementada por la insulina 
GLUT5 intestino (principalmente), testículos, 6* Principalmente transporte de fructosa 
| riñón 
GLUTG Bazo, leucocitos, cerebro >5 Posiblemente sin función transportadora 
- GLUT7 Intestino delgado, colon, testículos, 03 — 
próstata | 
| GLUT8 Testículos, acrosoma de la esperma ma — | 
| GLUT9 Hígado, riñón, intestino, pulmón, placenta 0.6 Transportador de urato y glucosa en hígado, riñón | 
| GLUT10 Corazón, pulmón, cerebro, hígado, 0.32 Transportador de glucosa y galactosa 
| músculo, páncreas, placenta, riñón 
| GLUTI11 Corazón, músculo esquelético 0.16 Transportador de glucosa y fructosa 
| GLUT1I2 Músculo esquelético, corazón, próstata, — — 
| 


- placenta 


A EEE A 


Fuentes: Información sobre la localización de M. Mueckler and B. Thorens, Mol. Aspects, Med. 34:121, 2013, Valores de K, para la glucosa de R. 


Augustin ¡UBMB Life 62:315, 2010. 
ik, para fructosa. 
sk, para2-desoxiglucosa. 
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RECUADRO 11-1 


11.3 Transporte de solutos a través de membranas 


Transporte defectuoso de glucosa y de agua 


en dos formas de diabetes 


Cuando la ingestión de una comida rica en glúcidos 
hace que el nivel de glucosa en la sangre exceda la 
concentración normal entre comidas (aproximada- 
mente 5 mm), los miocitos del músculo cardíaco y del 
músculo esquelético captan el exceso de glucosa 
(que se almacena en forma de glucógeno) así como 
los adipocitos (que la convierten en triacilgliceroles). 


El transportador de glucosa GLUT4 interviene en la 


captación de glucosa por los miocitos y adipocitos. 
Entre comidas, la membrana plasmática de estas 
células contiene algo de GLUT4, pero la mayor parte 
(90% ) está secuestrada en las membranas de peque- 


| ñas vesículas intracelulares (Fig.1). La insulina libe- 


a > =e 


rada por el páncreas en respuesta a la alta glucosa 
sanguínea provoca, en cuestión de minutos, el des- 
plazamiento de estas vesículas hacia la membrana 


| plasmática, con la que se fusionan, aportando molé- 
| culas de GLUT4 a la membrana plasmática (véase la 
| Fig. 12-20). Con más moléculas de GLUT4 en acción, 


la velocidad de captación de glucosa aumenta 15 


| veces o más. Cuando los niveles de glucosa en la san- 
| gre vuelven a la normalidad, disminuye la liberación 


de insnlina y la mayoría de las moléculas de GLUT4 


| se eliminan de la membrana plasmática y se almace- 


nan en vesículas. 

En la diabetes mellitus tipo I (dependiente de insuli- 
na), la incapacidad para liberar insulina (y, por lo 
tanto, para movilizar los transportadores de glucosa) 
provoca una baja velocidad de captación de glucosa 
en músculo y tejido adiposo. Una consecuencia de 
ello, es un período prolongado de altos niveles de glu- 


cosa en sangre después de una ingesta rica en glúci- 
dos. Esta condición es la base de la prueba de toleran- 
cia a la glucosa usada para diagnosticar la diabetes 
(Capítulo 23). 

La permeabilidad al agua de las células epiteliales que 
recubren el conducto colector del riñón es debida a la 
presencia de una acuaporina (AQP2) en sus membra- 
nas plasmáticas apicales (en la cara de la luz del con- 
ducto). La vasopresina (hormona antidiurética, ADH) 
regula la retención del agua movilizando moléculas de 
AQP2 almacenadas en las membranas de vesículas 
dentro de las células epiteliales, de forma muy pareci- 
da a como la insulina moviliza el GLUT4 en el múscu- 
lo y el tejido adiposo. Cuando las vesículas se fusionan 
con la membrana plasmática de la célula epitelial, la 
permeabilidad al agua aumenta drásticamente y se 
reabsorbe más agua en el conducto colector que se 
retorna a la sangre. Cuando los niveles de vasopresina 
disminuyen, se resecuestra AQP2 dentro de las vesí- 
culas, reduciendo la retención de agua. En la enfer- 
medad humana relativamente poco común diabetes 
insípida, un defecto genético en AQP2 provoca una 
reabsorción defectuosa de agua por el riñón. El resul- 
tado es la excreción de grandes volúmenes de orina 
muy diluida. Si el individuo bebe suficiente agua para 
reemplazar la que se ha perdido por la orina, no se 
producen consecuencias médicas graves, pero una 
ingestión insuficiente de agua conduce a deshidrata- 
ción y desequilibrio de los electrolitos de la sangre lo 
que puede producir fatiga, dolor de cabeza, dolor 
muscular e incluso la muerte. 


(O Cuando la insulina interacciona con su receptor, las vesículas 
se desplazan hacia la superficie y se fusionan con la membrana 


plasmática, incrementando el número de transportadores 


f de glucosa en la membrana plasmática 
Insulina Y 


6) Cuando decaen los niveles 
de insulina, los transportadores 


información deF. E. Lienhard et al., 


Receptor de insulina | s= glucosa “on mrem en 
5 eiii endocitosis, formando 
Mr A E N A oi S | pequeñas vesiculas. 
Membrana pS Y * > N 
plasmática ne $ . Ñ bo FIGURA 1 El transporte de glucosa 
S Transportador V EY y al interior de un miocito por GLUTA 
de glucosa Mada está regulado por insulina. [Fuente: 


€ | Glucose trersgorters are S 3 
“stored” within the cell in 


[5] Regiones del endosoma enriquecidas en 
transportadores de glucosa brotan para 
convertirse en pequeñas vesículas, listas | 
para volver a la superficie cuando los | 
niveles de insulina aumenten de nuevo. A 


___ Sci. Amer. 266 (enero): 86, 1992.] 
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El bicarbonato se 
disuelve en el 


plasma sanguíneo. 
Proteína 
CO, intercambiadora HCOz CI 


de cloruro-bicarbonato ga: 


En tejidos que respiran 


El dióxido de carbono 
producido por el catabolismo 
entra en el eritrocito. 


CO) HCO; CI 
El dióxido de carbono El bicarbonato entra 
sale del eritrocito en el eritrocito desde 


y es exhalado. el plasma sanguineo. 


FIGURA 11-31 Intercambiador de cloruro-bicarbonato de la mem- 
brana de eritrocito. Este sistema cotransportador permite la entrada y 
salida de HCO; sin cambios en el potencial de membrana. Su papel es 
incrementar la capacidad transportadora de CO, de la sangre. La mitad 
superior de la figura ilustra los acontecimientos que tienen lugar en los 
tejidos en respiración; la mitad inferior los acontecimientos en los pul- 
mones. 


sangre para transportar dióxido de carbono desde los 
tejidos a los pulmones. En los pulmones, el HCO; vuelve 
a entrar en el eritrocito y se convierte en CO, que es 
finalmente liberado en el espacio pulmonar y exhalado, 
Para que esta lanzadera sea efectiva se requiere un 
movimiento muy rápido del HCO; a través de la mem- 
brana del eritrocito. (Tal como se describe en el Capítu- 
lo 5 (pp. 169-171), existe un segundo mecanismo para 
llevar el CO, desde el tejido al pulmón, en el que tiene 
lugar la unión reversible del CO, a la hemoglobina.) 

El intercambiador de cloruro-bicarbonato, también 
Hamado proteína intercambiadora de aniones (AB), 
aumenta la velocidad de transporte del HCO, a través 
de la membrana del eritrocito en un factor de más de un 
millón. Al igual que el transportador de glucosa, es una 
proteína integral que probablemente abarca la membra- 
na al menos 12 veces, Esta proteína facilita el movi- 
miento simultáneo de dos aniones: por cada ión HCO; 
que se traslada en una dirección, se traslada también un 
ión CF en la dirección opuesta sin transferencia neta de 
carga; el intercambio es electroneutro. El acoplamien- 
to de los movimientos de CI y HCO; es obligado; en 
ausencia de cloruro, se para el transporte de bicarbona- 
to. En este aspecto, el intercambiador aniónico es típico 
de los sistemas, denominados sistemas de cotranspor- 
te, que trasladan simultáneamente dos solutos a través 
de la membrana (Fig. 11-32). Cuando, como en este 
caso, los dos sustratos se mueven en direcciones opues- 
tas, el proceso es antiparalelo (antiport). En el 
cotransporte paralelo (simport), los dos sustratos 
se trasladan simultáneamente en la misma dirección. 
Los transportadores que sólo llevan un sustrato, tal 
como el de la glucosa del eritrocito, son sistemas de 
transporte único (uniport) (Fig. 11-33). 

El genoma humano contiene genes para tres inter- 
cambiadores cloruro-bicarbonato estrechamente rela- 
cionados, todos ellos con la misma predicción de topo- 
logía transmembrana. Los eritrocitos contienen el trans- 


Ús, 


Antiparalelo 


Único Paralelo 
Cotransporte 


FIGURE 11-32 Three general classes of transport systems, Trans- 
porters differ in the number of solutes (substrates) transported and the 
direction in which each solute moves. Examples of ali three types of 
transporter are discussed in the text. Note that this classification tells us 
nothing about whether these are energy-requiring (active transport) or 
energy-independent (passive transport) processes. 


portador AE1, el AE2 predomina en el hígado y el AE3 
está presente en las membranas plasmáticas del cere- 
bro, corazón y retina. También se encuentran intercam- 
biadores de aniones similares en plantas y microorga- 
nismos. 


El transporte activo da lugar al movimiento de soluto 
contra un gradiente de concentración o un gradiente 
electroquímico 


- En el transporte pasivo, la especie transportada siem- 


pre se mueve a favor de su gradiente electroquímico y 
no se acumula por encima de la concentración de equi- 
librio. Por el contrario, el transporte activo, da lugar a la 
acumulación de un soluto por encima del punto de 
equilibrio. El transporte activo es esencial cuando las 
células actúan en un ambiente en el que están presentes 
sustratos clave fuera de la célula a muy bajas concentra- 
ciones. Por ejemplo, la bacteria E. coli puede crecer en 
un medio que contenga P, a una concentración de solo 
1 ¿zm aun cuando la célula deba mantener los niveles de 
P, en la región de milimolar. (El Ejemplo resuelto 11-2, 


(b) Transporte activo secundario 


(a) Transporte activo primario 


FIGURA 11-33 Dos tipos de transporte activo. (a) En el transporte 
activo primario, la energía liberada por la hidrólisis de ATP impulsa el 
movimiento del soluto (S,) en contra de un gradiente electroquímico. (b) 
En el transporte activo secundario, se ha establecido un gradiente de un 
ión (designado 5, a menudo Na*) por un transporte activo primario. El 
movimiento de S, a favor de su gradiente electroquímico proporciona 
entonces la energía para impulsar el cotransporte de un segundo soluto 
(S,) contra su gradiente electroquímico. 


de más adelante, describe otra situación de este tipo, 
que requiere que las células bombeen Ca** hacia fuera a 
través de la membrana plasmática). El transporte activo 
está desfavorecido termodinámicamente (endergónico) 
y se da solamente cuando está acoplado (directa o indi- 
rectamente) a un proceso exergónico tal como la absor- 
ción de luz solar, una reacción de oxidación, la rotura 
del ATP, o el flujo concomitante de otra especie química 
a favor de su gradiente electroquímico. En el transporte 
activo primario, la acumulación de soluto está acoplada 
directamente a una reacción química exergónica tal 
como la conversión de ATP en ADP + P, (Fig. 11-33). 
El transporte activo secundario tiene lugar cuando el 
transporte endergónico (cuesta arriba) de un soluto 
está acoplado al flujo exergónico (cuesta abajo) de un 
soluto diferente que fue bombeado previamente cuesta 
arriba mediante un transporte activo primario. 

La cantidad de energía necesaria para el transporte 
de un soluto contra un gradiente puede calcularse a 
partir del gradiente de concentración inicial. La ecua- 
ción general para la variación de energía libre en el 
proceso químico que transforma el sustrato (S) en pro- 
ducto (P) es 


AG = AG” + RT In ([PJ/[SD (11-2) 


en donde AG” es la variación de energía libre estándar, 
R es la constante de los gases, 8,315 J/molK, y T es la 
temperatura absoluta. Cuando la „reacción“ es simple- 
mente el transporte de un soluto desde una región en 
donde su concentración es C, a otra región en la que su 
concentración es C,, no se forman ni rompen enlaces 
por lo que la variación de energía libre estándar, AG”, 
es cero. La variación de energía libre para el transporte, 
AG, es pues 


AG, = RT In (C4/C,) (1-3) 


Si hay, digamos, una diferencia de diez veces en la con- 

centración entre los dos compartimientos, el coste de 

trasladar 1 mol de un soluto no cargado a 25°C cuesta 

arriba a través de una membrana que separa los com- 

partimientos es 

AG, = (8.315 J/mol-K)(298 K) In (10/1) = 5,700 J/mol 
= 5.7 kJ/mol 


La ecuación 11-3 es válida para todos los solutos sin 
carga. 


EJEMPLO RESUELTO 11-1 Coste energético de bombear 
un soluto sin carga 


Calcule el coste energético (variación de energía libre) 
de bombear un soluto no cargado contra un gradiente 
de concentración de 10* veces, a 25°C, 


Solución: Empiece con la Ecuación 11-3. Sustituya (C,/ 
C,) por 1,0 x 10*, R por 8,315 J/mol-K y T por 298: 
AG, = RT In (CyC 1) 
= (8.315 J/mol-K) (298 K)(1.0 x 10?) 
= 23 kJ/mol 
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Cuando el soluto es un ¿ón, su movimiento sin un con- 
traión correspondiente da lugar a la separación endergó- 
nica de cargas positivas y negativas formando un poten- 
cial eléctrico; un proceso de transporte de este tipo se 
dice que es electrogénico. El coste energético de 
mover un ión depende del potencial electroquímico (Fig. 
11-25), la suma de los gradientes químico y eléctrico: 


AG, = RT In (C4C,) + ZF Ay (11-4) 


donde Z es la carga del ión, F la constante de Faraday 
(96.480 J/V.mol) y Ay es el potencial eléctrico trans- 
membrana (en voltios). Las células eucarióticas tienen, 
típicamente, potenciales a través de sus membranas 
plasmáticas del orden de 0,05 Y, (con el interior nega- 
tivo respecto al exterior) por lo que el segundo término 
de la ecuación 11-4 puede contribuir significativamente 
a la variación total de energía libre para el transporte 
de un ión. La mayoría de células mantienen diferencias 
de más de diez veces en la concentración de iones a 
través de sus membranas plasmáticas o intracelulares 
por lo que en muchas células y tejidos el transporte 
activo constituye un proceso principal de consumo de 


energía. 


EJEMPLO RESUELTO 11-2 Coste energético de bombear 
un soluto cargado 


Calcule el coste energético (variación de energía libre) 
de bombear Ca” desde el citosol, en donde su concen- 
tración es alrededor de 1,0 x 107 m, al fluido extracelu- 
lar en donde su concentración es alrededor de 1,0 mm. 
Suponga una temperatura de 37°C (temperatura corpo- 
ral de un mamífero) y un potencial transmembrana 
estándar de 50 mV (negativo en el interior) para la 
membrana plasmática. 


Solución: Este es un caso en el que se ha de consumir 
energía para contrarrestar dos fuerzas que actúan sobre 
el ión transportado: el potencial de membrana y la dife- 
rencia de concentración a través de la membrana. Estas 
fuerzas se expresan en los dos términos del miembro 
derecho de la Ecuación 11-4: 


AG, = RT In (CyC,) + ZF Ay 


En la que el primer término describe el gradiente quími- 
co y el segundo el potencial eléctrico: 

En la Ecuación 11-4 sustituya R por 8,315 J/mol-K, T 
por 310 K, C, por 1,0 x 10”, C, por 1,0 x 107, F por 
96.500 J/V.mol, Z por +2 (la carga de un ión Ca**) y Ay 
por 0,050 V. Observe que el potencial transmerabrana es 
50 mV (negativo el interior) por lo que el cambio en 
potencial cuando un ión se desplaza desde el interior al 
exterior es 50 mY. 


AG, = RT In (C/C) + ZF Ay 

(1.0 x 10°) 

(1.0 x 10 
+ 2(96,500 J/V-mol)(0.050 V) 

= 33 kJ/mol 


= (8.315 J/mol-K)(310 K) In 
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El mecanismo del transporte activo es de importancia 
fundamental en biología. Tal como veremos en los 
Capítulos 19 y 20, la formación de ATP en las mitocon- 
drias y cloroplastos tiene lugar mediante un mecanis- 
mo que es, fundamentalmente, el transporte de iones 
impulsado por el ATP operando a la inversa. La energía 
disponible a partir del flujo espontáneo de protones a 
través de una membrana se puede calcular mediante la 
Ecuación 11-4; recuerde que para el flujo a favor de un 
gradiente electroquímico, el signo de AG es negativo 
mientras que el valor de AG para el transporte de iones 
en contra de un gradiente electroquímico tiene un 
signo positivo. 


(a) Transmembrane domains 
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FIGURA 11-34 Estructura general de las ATPasas tipo P. (a) Las ATPa- 
sas tipo P tienen tres dominios citoplasmáticos (A, N y P) y dos dominios 
transmembrana (T y S) que constan de múltiples hélices. El dominio N 
(nucleótido) une ATP y Mg” y tiene actividad proteína quinasa que fosforila 
el residuo especifico Asp que se encuentra en el dominio P (fosforilación) de 
todas las ATPasas tipo P. El dominio A (actuador) tiene actividad proteina 
fosfatasa y elimina el grupo fosforila del residuo Asp en cada ciclo catalítico 
de la bomba. Un dominio de transporte (T) con seis hélices transmembrana 
incluye la estructura transportadora de iones mientras que otras cuatro héli- 
ces transmembrana constituyen el dominio de soporte ($3 que propociona 
soporte físico al dominio de transporte, aparte de poder tener otra función 
especializada en ciertas ATPasas tipo P. Los sitios de unión de los iones que 
han de ser transportados están cerca del centro de la membrana, 40 a 50 À 


NatK+ ATPase 


Las ATPasas tipo P experimentan fosforilación durante 
sus ciclos catalíticos 


La familia de transportadores activos denominados 
ATPasas tipo P son transportadores de cationes que 
se fosforilan reversiblemente por acción del ATP (de ahí 
el nombre tipo P) durante el ciclo de transporte. La 
fosforilación obliga a un cambio de conformación que es 
crucial para el transporte del catión a través de la mem- 
brana. El genoma humano codifica al menos 70 ATPasas 
tipo P que comparten similitudes en la secuencia de 
aminoácidos y topología, especialmente cerca del resi- 
duo Asp que experimenta fosforilación. Todas son pro- 
teínas integrales en la que pueden predecirse ocho o 
diez regiones que abarcan la membrana en un polipép- 
tido único (tipo MI en la Fig. 11-9} y todas son sensibles 
a la inhibición por el análogo del estado de transición 
vanadato que imita el fosfato bajo ataque nucleofílico 
por una molécula de agua. 


O” o” 
O= p —0" O=VW—0”7 
OH ÓH 

Fostato Vanadato 


Las ATPasas de tipo P están distribuidas muy 
ampliamente en eucariotas y bacterias. La NatK* ATPa- 
sa (cotransportador antiparalelo de iones Na* y K*) y la 
H* ATPasa de plantas y hongos establecen e! potencial 


AA A A 


p a Er A ENTES 
A 6 PTO 


Gastric H*K* ATPase 


Plasma membrane H+ ATPase 


del residuo Asp fosforilado, con lo que la fosforilación-desfostorilación no 
afecta directamente a la unión. El dominio A comunica movimientos de los 
dominios N y P a los sitos de unión de jones. (b) Diagrama de cintas de la 
Ca? ATPasa (bomba SERCA) (PDB 1T55). El ATP se une al dominio N y los 
iones Ca? que se han de tramporlar al dominio T. (c) Otras ATPasas tipo P 
tienen estructuras de dominios, y posiblemente mecanismos como los de la 
bomba SERCA: Na"k” ATPasa, H* ATPasa de la membrana plasmática y 
H"K* ATPasa gástrica. [Fuentes: (a) Información de M. Bublitz et al., Curr. 
Opin. Struct. Biol. 20.431, 2010, Fig. 1. (b) PDB ID 15U4, C. Toyoshima et 
AL, Nature 405:647, 2000. (c) Na'K” ATPasa: PDB ID 3KDP J. Preben 
Morth et ai., Nature 450:1043, 2007. H* ATPasa: PDB ID 3B8C, B. P. Peder- 
sen et AL, Nature 450:7111, 2007; H'K* ATPasa. modelado según PDB ID 
3B8E. J. Preben et al., Nature 450:1043, 2007] 
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FIGURA 11-35 Mecanismo propuesto para la bomba SERCA. E! ciclo 
de transporte empieza con la proteína en la conformación El, con los 
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Ca?* and 
ATP bind: sitios de unión de Ca?’ encarados hacia el citoso!. Se unen los dos tones 
N domain Ca”, a continuación se une el ATP al transportador y fosforila el Asp", 


moves. formando El-P. La fosforilación favorece la segunda conformación, E2-P, 


en la que los sitos de unión de Ca?", en este momento con una afinidad 

Phosphory! para el Ca” reducida, están accesibles en el otro lado de la membrana 

group (la luz o espacio extracelular), con lo que difunde el Ca” liberado. Final- 

pay mente, E2-P se destostorila volviendo la proteína a la conformación El 

7 Gig y k ssil para otra ronda de transporte. [Fuente: Información de W. Kühibrandt, 

P, T, and 5 Nature Rev. Mol. Cell Biol. 5:282, 2004.] 

domains 
reset to 

El confor- dos iones Ca?** a través de la membrana y convierte un 

puus ATP en ADP y P. El ATP tiene dos papeles en este 

157 OO mecanismo, uno catalítico y otro modulador. E) papel de 

P domän £ la unión del ATP y la transferencia de fosforilo al enzima 

becomes es llevar a cabo la interconversión de las dos conforma- 


ciones, El y E2, del transportador. En la conformación 
E1, los dos sitios de unión de Ca?** están expuestos al 
lado citosólico del RE o del retículo sarcoplasmático y 
0 fijan Ca% con elevada afinidad. La unión del ATP y la 
E fosforilación del Asp impulsan un cambio conformacio- 
to Confor nal desde El a E2 que tiene como resultado la exposi- 
tional changes, ción de los sitios de unión de Ca” del lado de la luz de 
oral la membrana al tiempo que reduce grandemente su 
afinidad por el Ca* lo que conduce a la liberación de 
Ca” a la luz. Con este mecanismo, la energía liberada 
por hidrólisis del ATP durante un ciclo de fosforila- 
ción-desfosforilación impulsa el Ca** a través de la mem- 
brana contra un gran gradiente electroquímico. 


moves, 
causing 
release 
of ADP. 


16] A domain resets. 


electroquímico transmem- 
brana de las células median- 
te el establecimiento de de 
gradientes iónicos a través 
de la membrana plasmáti- 
ca. Estos gradientes pro- 
porcionan la fuerza motriz 
para el transporte activo 
secundario y son también 
la base de la señalización 
eléctrica en las neuronas. 
En tejidos animales, las 
bomba de Ca?” ATPasa 
del retículo sarcoplas- 
mático/endoplasmático 
(SERCA) y la bomba de Ca* ATPasa de la membrana 
plasmática son transportadores simples de iones Ca”, 
que mantienen conjuntamente la concentración cito- 
plasmática de Ca* por debajo de 1 um. La bomba 
SERCA desplaza Ca** desde el citosol a la luz del retícu- 
lo endoplasmático. Las células parietales que forran el 
estómago de los mamíferos tienen una ATPasa tipo P 
que bombea H* y K* al exterior de las células en el estó- 
mago, acidificando de este modo el contenido del estó- 
mago. Las flipasas de lípidos, tal como mencionamos 
anteriormente, están relacionadas tanto estructural 
como funcionalmente con los transportadores tipo P. 
Bacterias y eucariotas utilizan ATPasas de tipo P para 
bombear al exterior iones de metales pesados tóxicos 
tales como Cd” y Cu?* fuera de las células. 

Todas las bombas de tipo P tienen estructuras (Fig. 
11-34) y mecanismos similares. El mecanismo propues- 
to para las ATPasas de tipo P tiene en cuenta los gran- 


Membrane potential = 
—50 to -70 mV 


Jens Skou 
[Fuente: Lars Moeller/AP images. ] 
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FIGURA 11-36 Papel de la Na+K+ ATPasa en células animales. En 
células animales, este sistema de transporte activo es responsable prin- 
cipalmente de establecer y mantener las concentraciones intracelulares 
de Na” y K* y de generar el potencia! transmembrana. Esto lo hace expul- 
sando tres Na* de la célula por cada dos K* que introduce. El potencial 


des cambios conformacionales y la fosforilación-desfos- 
forilación del residuo Asp central del dominio P (fosfo- 
rilación) que tiene lugar en cada ciclo catalítico. En la 
bomba SERCA (Fig. 11-35) cada ciclo catalítico mueve 


eléctrico a través de la membrana plasmática es fundamental para la 
señalización eléctrica en las neuronas, y el gradiente de Na” se utiliza 
para impulsar el cotransporte de solutos cuesta arriba en muchos tipos 
celulares. 
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Se observa una variación de este mecanismo básico 
en la Na*'K* ATPasa de la membrana plasmática, descu- 
bierta por Jens Skou en 1957. Este cotransportador aco- 
pla la fosforilación-desfosforilación del residuo Asp críti- 
co al movimiento simultáneo de Na’ y K' en contra de sus 
gradientes electroquímicos. La Na*K* ATPasa es respon- 
sable de mantener concentraciones bajas de Na* y eleva- 
das de K* en la célula con respecto al fluido extracelular 
(Fig. 11-36). Por cada molécula de ATP convertida en 
ADP y P, el transportador mueve dos iones K* hacia el 
interior y 3 iones Na* hacia el exterior a través de la mem- 
brana plasmática, El cotransporte es, por tanto, electro- 
génico: crea una separación neta de carga a través de la 
membrana; en los animales, esto produce el potencial de 
membrana de -50 a -70 mV (interior negativo en relación 
al exterior) que es característico de la mayoría de células 
y que es esencial para la conducción de potenciales de 
acción en las neuronas. El papel central de la Na*K* 
ATPasa queda reflejado en la energía invertida en esta 
reacción sencilla: ¡alrededor del 25% del consumo total 
de energía de un ser humano en reposo! 


Las AlPasas tipo V y tipo F son bombas de protones 
impulsadas por el ATP 


Las ATPasas tipo Y, una clase de ATPasas transporta- 
doras de protones relacionadas estructuralmente, son 
responsables de la acidificación de los compartimientos 
intracelulares en muchos organismos (de ahí V, vacuo- 
lar). Las vacuolas de hongos y plantas superiores man- 
tienen el pH entre 3 y 6, bastante menos que el del 
citosol circundante (pH 7,5), gracias a la acción de 
bombas protónicas de este tipo. Las ATPasas tipo V 
también son responsables de la acidificación de los liso- 
somas, endosomas, complejo de Golgi y vesículas secre- 


(a) 


Luz de la vacuola 


FIGURA 11-37 Dos bombas de protones con estructuras similares. La 
H* ATPasa V V, utiliza ATP para bombear protones al interior de las 
vacuolas y lisosomas lo que crea su bajo pH interno. Tiene un dominio 
integral (naranja) que tiene múltiples copias idénticas de subunidades c y 
un dominio periférico, que se proyecta al citosol y que contiene los sitos 
de hidrólisis de ATP localizados en tres subunidades B idénticas (púr- 
pura). (b) La ATPasa F F/ATP sintasa de mitocondria tiene un dominio 
integral, F, (naranja), con múltiples copias de la subunidad c y un dominio 
periférico, F, que consta de tres subunidades æ, tres subunidades ĝ y un 
eje central unido al dominio integral. F, y posibiemente Y, proporciona 
un canal transmembrana a través del cual se bombean protones a 


toras en células animales. Todas las ATPasas del tipo Y 
tienen una estructura compleja similar, con un dominio 
integral (transmembrana) (V_) que actúa como un canal 
de protones y un dominio periférico (V,) que contiene 
el sitio de unión de ATP y la actividad ATPasa (Fig. 
11-374). La estructura es similar a la de las bien carac- 
terizadas ATPasas tipo F. 

Los transportadores ATPasa tipo F catalizan el 
paso transmembrana de protones contra gradiente 
impulsado por la hidrólisis del ATP. La designación “tipo 
F” viene de la identificación de estas ATPasas como 
factores de acoplamiento de energía. El complejo de 
proteína integral de membrana F (Fig. 11-37b; el subín- 
dice o denota su inhibición por el fármaco oligomicina) 
proporciona una ruta transmembrana para protones, y 
la proteína periférica F, (el subíndice 1 indica que fue el 
primero entre una serie de factores aislados de las mito- 
condrias) utiliza la energía del ATP para impulsar proto- 
nes cuesta arriba (a una región de mayor concentración 
de H*). La organización F F, de transportadores bom- 
beadores de protones ha de haberse desarrollado muy 
al principio de la evolución. Bacterias tales como E. coli 
utilizan un complejo F F, ATPasa en su membrana plas- 
mática para bombear protones hacia el exterior mien- 
tras que las arquebacterías poseen una bomba de proto- 
nes homóloga próxima, la A A, ATPasa. 

Al igual que todos los enzimas las ATPasas tipo F 
catalizan sus reacciones en ambas direcciones. Por 
tanto, un gradiente de protones suficientemente elevado 
puede suministrar la energía para impulsar la reacción 
inversa, la síntesis de ATP (Fig. 11-37b). Cuando funcio- 
nan en esta dirección, las ATPasas tipo F se llaman más 
apropiadamente ATP sintasas. Las ATP sintasas son de 
importancia crucial en la producción de ATP por la mito- 
condría durante la fosforilación oxidativa y en los cloro- 


(b) 


Fi 


medida que se hidroliza ATP en las subunidades $ de F, (subunidades 8 
de V). El extraordinario mecanismo mediante el cual se acopla la hidróli- 
sis del ATP con el movimiento de protones se describe en detalle en el 
Capítulo 19. Interviene una rotación de f, en el plano de la membrana. Las 
estructuras de las ATPasas V V, y sus análogos ATPasa A A, (de arque- 
bacterias) y CF CF, (de cloroplastos) son esencialmente similares a la de 
FF, También se conservan sus mecanismos. Un transportador de proto- 
nes accionado por el ATP también puede catalizar la síntesis de ATP Cfle- 
chas rojas) a medida que los protones fluyen a favor de su gradiente elec- 
troquímico. Esta es la reacción central en los procesos de la fosforilación 
oxidativa y fotofosforilación descritos en detalle en los Capitulos 19 y 20. 


plastos durante la fotofosforilación, así como en bacte- 
rias y arquebacterias. El gradiente de protones necesario 
para impulsar la síntesis de ATP se establece por otros 
tipos de bombas de protones accionadas por la oxidación 
de sustratos o por la luz solar. Daremos una descripción 
detallada de estos procesos en los Capítulos 19 y 20. 


Los transportadores ABC utilizan ATP para impulsar 
el transporte activo de una amplia gama de sustratos 


Los transportadores ABC constituyen una extensa 
familia de transportadores dependientes de ATP que 
bombean aminoácidos, péptidos, proteínas, iones metáli- 
cos, diversos lípidos, sales biliares y muchos compuestos 
hidrofóbicos, incluidos medicamentos, fuera de las célu- 
las contra un gradiente de concentración. Muchos trans- 
portadores ABC están localizados en la membrana plas- 
mática, pero algunos se encuentran en el RE y en las 
membranas de mitocondrias y lisosomas. Todos los 
miembros de esta familia tienen dos dominios de unión 
de ATP (“cassettes”) que proporcionan a la familia su 
nombre (transportadores ATP-binding cassette) y dos 
dominios transmembrana, cada uno de los cuales contie- 
ne seis hélices transmembrana. En algunos casos, todos 
estos dominios se encuentran en un único polipéptido 
largo; otros transportadores ABC tienen dos subunidades 
en las que cada una aporta un dominio de unión de 
nucleótido (NBD) y un dominio con seis hélices trans- 
membrana. Se han resuelto las estructuras de formas 
homólogas de un transportador ABC del nematodo Cae- 
norhabditis elegans y de la bacteria Staphylococcus 
aureus (Fig. 11-38) creyéndose que representan las 
dos formas extremas que adopta la proteína durante un 
ciclo de transporte. Una tiene su sitio de unión de sustra- 
to expuesto en un lado de la membrana mientras que la 
otra lo tiene en el lado opuesto. Los sustratos se despla- 
zan a través de la membrana cuando se interconvierten 
las dos formas, impulsados por la hidrólisis de ATP (Fig. 
11-38c). Los NBD de todas las proteínas ABC tienen 
secuencias similares y, probablemente, también su 
estructura tridimensional. Constituyen el motor molecu- 
lar conservado que puede acoplarse a una gran variedad 
de dominios transmembrana, cada uno capaz de bombear 
un sustrato específico a través de una membrana. Cuan- 
do se acoplan de esta manera, el motor impulsado por 
ATP desplaza solutos contra un gradiente de concentra- 
ción, con una estequiomnetría de aproximadamente un 
ATP hidrolizado por molécula de sustrato transportada. 
El genoma humano contiene, al menos, 48 genes 
que codifican trasportadores ABC (Tabla 11-4). 
Algunos de estos transportadores son muy específicos 
para un solo sustrato; otros son más promiscuos, capaces 
de transportar medicamentos que las células, presumi- 
blemente, nunca encontraron durante su evolución. 
Muchos transportadores ABC actúan en el mantenimien- 
to de la bicapa lipídica, tales como las flopasas que des- 
plazan lípidos desde una cara de la bicapa a la opuesta. 
Otros muchos son necesarios en el transporte de estero- 
les, derivados de esteroles y ácidos grasos al torrente 
circulatorio a través de todo el cuerpo. Por ejemplo, la 
maquinaria celular que exporta el exceso de colesterol 
incluye un transportador ABC (véase la Fig. 21-47). 
Mutaciones en los genes que codifican algunas de estas 
proteínas contribuyen a la aparición de varias enfermeda- 
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des genéticas entre las que se incluyen el fallo hepático, 
la degeneración de la retina y la enfermedad de Tangier. 
La proteína reguladora de la conductancia transmembra- 
na de la fibrosis quísitca (CFTR, del inglés cystic fibrosis 


(a) Dominios transmembrana (TMD) 


Dominios de unión de nucleótido (NBD) 


(b) TMDs 


NBD 


FIGURA 11-38 Dos transportadores ABC. (a) El transportador multi- 
fármacos ABCB1 de C. elegans, análogo al MDR1 humano, en su forma 
orientada hacia el interior. La proteína, tiene dos mitades homólogas 
cada una con seis hélices transmembrana en dos dominios transmem- 
brana (TMD; azul) y un dominio de unión de nucleótido (NBD; rojo). (b) 
Una proteina homóioga, Savt866 deS. Aureus, en la forma que se 
supone se orienta hacia el exterior, con su sitio de unión de sustrato 
accesible solamente desde el espacio extracelular. (c) Mecanismo pro- 
puesto para el acoplamiento de la hidrólisis de ATP al transporte. El sus- 
trato se une al transportador en el lado citoplasmático, con ATP unido a 
los sitios NBD. Al unirse el sustrato e hidrolizarse el ATP un cambio con- 
formacional expone el sustrato a la cara exterior y disminuye la afinidad 
del transportador hacia su sustrato; el sustrato difunde lejos del trans- 
portador hacia el espacio extracelular. Compare este proceso con el 
modelo de transporte de glucosa de la Fig. 11-30. [Fuentes: (a) PDB ID 
4F4C, M. S. Jin et al, Nature 490:566, 2012, (b) PDB ID 2HYD, R. J. 
Dawson and K. P. Locher, Nature 443:180, 2006. ] 
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TABLA 11-4 Algunos transporatadores ABC en humanos 
Gen(es) Función/características Discusión en el texto 
| ABCA] Transporte inverso del colesterol; su defecto produce la enfermedad pp. 851-852 
| de Tangier 
| ABCA% Solo en receptores visuales, exportación del retinal todo-trans p. 456, Fig. 12-14 
| ABCBI P-glucoproteína 1 de resistencia multifármacos; transporte a través e | 
de la barrera hemato-encefálica 
ABCB4 Resistencia multifármacos; transporte de fosfatidilcolina en la bilis — 
ABCB6 Transporte de porfirinas a la mitocondria para la síntesis de hemo pp. 880-882 
ABCBI Il Transporte de sales biliares fuera de los hepatocitos p.650, Fig. 17-1 
ABCCÓ Receptor de sulfonilurea; diana del fármaco glipizide en la diabetes p. 933, Fig. 23-29 | 
de tipo 2 
| ABCG2 Proteína de resistencia del cáncer de mama (BCRP); principal — 
exportador de fármacos anticancerosos 
ABCG5, ABCGÉ8 Actúan conjuntamente para limitar la captación de esteroles por el intestino p. 418 


L ABCC? 


transmembrane conductance regulator) de la membrana 
plasmática es un caso interesante de proteína ABC que 
es un canal iónico (para CF), regulado por hidrólisis de 
ATP, pero sin la función bombeadora característica de un 
transportador activo (Recuadro 11-2). 

Un transportador ABC humano con una especifici- 
dad de sustrato muy amplia es el transportador mul- 
tifármacos (MDR1), codificado por el gen ABCB1. 
MDR1 de la membrana de la placenta y de la barrera 
hematoencefálica expulsa compuestos tóxicos que 
dañarían el feto o el cerebro. Pero es también responsa- 
ble de la sorprendente resistencia de ciertos tumores a 
algunos medicamentos antitumorales generalmente 
efectivos. Por ejemplo, MDR1 bombea fuera de las célu- 
las los medicamentos quimioterápicos doxorrubicina y 
vinblastina, impidiendo así su acumulación dentro de un 
tumor con lo que bloquea sus efectos terapéuticos. La 
sobreexpresión de MDRi está asociada, a menudo, con 
el fracaso en el tratamiento de cánceres de hígado, 
riñón y colon. Un transportador ABC relacionado, BCRP 
(del inglés breast cancer resistance protein codificada 
por el gen ABCG2), se sobreexpresa en células del cán- 
cer de mama, confiriendo también resistencia a los 
medicamentos anticancerosos. Se esperan inhibidores 
selectivos muy poderosos de estos transportadores mul- 
tifármaco para incrementar la efectividad de los medi- 
camentos antitumorales. Son, por tanto, objeto de bús- 
queda y diseño de medicamentos en la actualidad. 


CFTR (canal de CT); su defecto da lugar a la fibrosis quística 


p. 417; Recuadro 11-2 


Los transportadores ABC también se hallan pre- 
sentes en animales más sencillos y en plantas y micro- 
organismos. La levadura tiene 31 genes que codifican 
transportadores ABC, Drosophila tiene 56, E. coli 80 
lo que representa el 2% de su genoma completo. Se 
supone que transportadores ABC utilizados por E. coli 
y otras bacterias para importar sustancias esenciales 
tales como la vitamina B,, son los supuestos precurso- 
res evolutivos de los MDR de células animales. La 
presencia de transportadores ABC que confieren resis- 
tencia a antibióticos en microbios patógenos (Pseudo- 
monas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candi- 
da albicans, Neisseria gonorrhoeae y Plasmodium 
falciparum) constituye una preocupación seria de 
salud pública al tiempo que convierte a estos transpor- 
tadores en dianas atractivas en el diseño de medica- 
mentos. ™ 


Los gradientes de ¡ones proporcionan la energía 
para el transporte activo secundario 


Los gradientes de iones formados por el transporte pri- 
mario de Na* o H* pueden, a su vez, proporcionar la 
fuerza impulsora para el cotransporte de otros solutos. 
Muchos tipos de células contienen sistemas de trans- 
porte que acoplan el flujo espontáneo cuesta abajo de 
estos iones con el bombeo simultáneo cuesta arriba de 
otro ión, azúcar o aminoácido (Tabla 11-5). 


TABLA 11-5 Sistemas de cotransporte impulsados por gradientes de Na* o H 

Organismo tejido/tipo celular Soluto transportado Soluto cotransportado Tipo de transporte 
¡A -n (contra gradiente) (a favor de gradiente) | 

E. coli Lactosa H Paralelo 

Prolina H* Paralelo 

| Ácidos dicarboxílicos H’ Paralelo 
| Intestino, riñón (vertebrados) Glucosa Na+ Paralelo 
Aminoácidos Na" Paralelo 
Células de vertebrados (muchos Ca?* Na: Antiparalelo 
| tipos) 
| Plantas superiores k* H* Antiparalelo | 
| Hongos (Neurospora)  ć K* H+- Antiparalelo | 


maase ass 
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La fibrosis quística (CF) es una enfermedad heredita- 
| ria grave. En los Estados Unidos, la frecuencia de CF 
| va desde 1 en 3.200 nacidos vivos entre blancosd y 1 
| entre 31.000 nacidos vivos entre los asiáticos america- 
| nos. Cerca de un 5% de los americanos blancos son 

portadores, al tener una copia defectuosa del gen y 
otra normal. Sólo los individuos con dos copias defec- 
tuosas muestran los síntomas graves de la enferme- 
dad: obstrucción de los tractos gastrointestinal y res- 
piratorio, que conduce normalmente a una infección 
bacteriana en los conductos aéreos. 

El gen defectuoso en los pacientes de CF se descubrió 

en 1989. Codifica una proteína de membrana llamada 

regulador de la conduectancia transmembrana de la 

fibrosis quística, o CFTR (cystic fibrosis transmem- 
| brane conductance regulator). Esta proteína tiene 

dos segmentos, cada uno de los cuales contiene seis 
hélices transmembrana, dos dominios de unión de 
nucleótidos (NBD) y una región reguladora que los 
| conecta (Fig. 1). El CFTR es, por consiguiente, muy 
| parecido a otras proteínas transportadoras ABC 
excepto que funciona como un canal iónico específi- 
| co (para iones CH) y no como bomba. El canal condu- 
ce CF a través de la membrana plasmática cuando los 


Canal cerrado 
Dominio R fosforilado 
No hay ATP unido a los NBD 


FIGURA 1 Tres estados de la proteína CFTR. La proteína tiene dos 
segmentos, cada uno con seis hélices transmembrana, y tres dominios 
funcionalmente significativos que se extienden desde la cara citoplas- 
mática: NBD, y NBD, (verde) son dominios que unen nucleótidos a los 
que se une el ATP, mientras que un dorninio regulador (azul) es el sito 
de la tostorilación por una proteína quinasa dependiente de cAMP. 
Cuando este dominio R está fostorilado pero no se ha unido ATP a los 


El transportador de lactosa (lactosa permea- 
sa) de E. coli constituye el prototipo bien conocido de 
cotransportador impulsado por protones. Esta proteína 
consiste en una sola cadena polipeptídica (417 resi- 
duos) que funciona en forma de monómero para trans- 
portar un protón y una molécula de lactosa al interior de 
la célula con acumulación neta de lactosa (Fig. 11-39). 
E. coli produce normalmente un gradiente de protones 
y carga a través de su membrana plasmática gracias a la 


Canal abierto 
Dominio R fosforilado ATP 
unido a los NBD 


FIGURA 2 La mucosidad que recubre la superficie de los pulmones 
atrapa bacterias. En pulmones sanos (mostrados aquí), esas bacte- 
rias son exterminadas y barridas por la acción de los cilios. En la CF, 
este mecanismo está deteriorado, provocando infecciones recurren- 
tes y daño progresivo a los pulmones [Fuente: Tom Moninger, Uni- | 
versity of lowa, lowa City] 


dos NBD tienen ATP unido y se cierra cuando el ATP 
de uno de los NBD es degradado a ADP y P. El canal 
de CF también es regulado por fosforilación de varios 
residuos Ser del dominio regulador, catalizada por la 
proteína quinasa dependiente de cAMP (Capítulo 12). | 


Canal cerrado 
Dominio R sin fosforilar 
No hay ATP unido a los NBD 


(centro) hasta que se hidroliza el ATP unido. Cuando el dominio R no 
está fosforilado (derecha), une los dominios NBD e impide la fijación 
de ATP y la apertura del canal. CFTR es un transportador ABC típico 
en todos los aspectos menos en dos: la mayoría de transportadores 
ABC carecen de dominio regulador y el CFTR actúa como un canal 
iónico (de CH), a diferencia de un transportador típico. 


NBD (izquierda), el canal está cerrado. La unión de ATP abre el canal || 
| 


oxidación de combustibles y a la utilización de la ener- 
gía de oxidación para bombear protones al exterior. 
(Este mecanismo se describe en detalle en el Capítulo 
19). La membrana plasmática es impermeable a los pro- 
tones, pero el transportador de lactosa proporciona una 
ruta para la reentrada de protones y la lactosa se trans- 
porta simultáneamente al interior de la célula por el 
cotransporte paralelo (symport). La acumulación 
endergónica de lactosa se acopla de este modo al flujo 
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Cuando el dominio regulador no está fosforilado, se 
cierra el canal de CL 
| La mutación responsable de la CF es, en el 70% de los 
casos, una deleción de un residuo Phe en la posición 
508 (mutación conocida como F508del). La proteína 
mutante no se pliega correctamente lo que interfiere 
con su inserción en la membrana plasmática con la 
consecuencia de que se reduce el transporte de CF y 
H20 a través de la membrana plasmática de las célu- 
las epiteliales que revisten los conductos aéreos, el 
tracto digestivo, y las glándulas exocrinas (páncreas, 
glándulas sudoríparas), conductos biliares y conduc- 
tos deferentes. Mutaciones menos frecuentes, tales 
como G551D (Gly*%* cambiada a Asp), llevan a la pro- 
ducción de CFTR que está plegado e inserido correc- 
tamente en la membrana pero que es defectuoso en la 
transferencia de CT. 
El descenso en la exportación de CI en individuos 
con CF va acompañado de una exportación menor de 
| agua de las células con lo que la mucosidad presente 
en sus superficies celulares se deshidrata, volviéndose 


espeso y excesivamente pegajoso. En circunstancias 
normales, los cilios de las células epiteliales que recu- 


(a) G551D CFTR 
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FIGURA 3 (a) La mutación G551D (sustitución de Gly%% por Asp) de 
CFTR da lugar a una proteína que se inserta correctamente en la 
membrana pero que es defectuosa como canal de Cl”. La adición del 
fármaco potenciador VX-770 (ivacaftor) restaura parcialmente la fun- 
ción del canal de Cl”. (b) La mutación más frecuente F5O8de! C(elimi- 
nación de Phe*) impide el piegamiento correcto de CFTR lo que hace 


exergónico de protones al interior de la célula con una 
variación global de energía libre negativa. 

El transportador de lactosa es un miembro de la 
superfamilia facilitadora principal (major facilita- 
tor superfamily, MFS) de transportadores que com- 
prende 28 familias. Casi todas las proteínas de esta 
superfamilia tienen 12 dominios transmembrana (las 
pocas excepciones tienen 14). Las proteínas comparten 


(b) F508de! CFTR 


MEDICINA Un canal iónico defectuoso en la fibrosis quística 


bren la cara interna del pulmón barren constantemen- 


te las bacterias que se depositan en esta mucosidad | 


(Fig. 2), pero el moco espeso de los individuos que 
sufren CF impide este proceso, proporcionando un 
refugio en los pulmones para estas bacterias patóge- 
nas . El resultado son infecciones frecuentes por bac- 
terias tales como S.aureus y Paeruginosa que 
dañan progresivamente los pulmones y reducen la 


debido a un funcionamiento inadecuado del pulmón. 
Los avances terapéuticos han aumentado la esperanza 
de vida de las personas con CF desde solo unos 10 
años en 1960 hasta casi 40 años en la actualidad. Los 
potenciadores de CFTR tales como el ivacaftor (VX- 
770) aumentan la función de la proteína mutante 
G551D que está plegada adecuadamente y en su loca- 
lización correcta en la membrana plasmática. En el 
caso de individuos con el defecto de plegamiento, 
F508del, los correctores de CFTR mejoran la madura- 
ción y llegada de la proteína mutante a su destino en 
la superficie celular; en estos pacientes, la combina- 
ción de fármacos potenciadores y correctores es más 
efectiva que el fármaco corrector solo (Fig. 3). 


| 
| 
| 
| 
eficacia respiratoria resultando finalmente en muerte 
| 
| 
i 
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que sea degradado en los proteasomas. En presencia de un fármaco 
corrector, puede tener lugar el plegarmiento y la inserción en la mem- 
brana; la adición del fármaco potenciador da lugar a una restauración 
parcial de la actividad canal de Ct. El canal es inestable y se degrada 
al cabo de un tiempo. Fuente: Información de J. P. Clancy, Sci. Transi. 


Tratamiento — Golgi —— F50O8de! mal plegado 
Med. 6:1, 2014]. 


relativamente poca homología de secuencia, pero la simi- 
litud de sus estructuras secundarias y la topología sugie- 
ren que tienen una estructura terciaria común. La reso- 
lución cristalográfica del transportador de lactosa de E. 
col: permite entrever esta estructura general (Fig. 
11-40a). Las 12 hélices transmembrana de la proteína 
están conectadas por bucles que sobresalen hacia el cito- 
plasma o el espacio periplasmático (entre la membrana 


(a) Transportador 
de lactosa e 
(permeasa) H? + Bomba de protones 
Lactosa (inhibida por CN”) 


(exterior) 
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FIGURA 11-39 Captación de lactosa en E. coli. (a) El transporte pri- 
mario de H* fuera de la célula, impulsado por la oxidación de una multi- 
tud de combustibles, establece tanto un gradiente protónico como un 
potencial eléctrico (negativa en el interior) a través de la membrana. El 
transporte activo secundario de lactosa al interior de la célula precisa un 
cotransporle paralelo de H* y lactosa por el transportador de lactosa. La 
captación de lactosa contra su gradiente de concentración depende 


plasmática y la membrana exterior o pared celular). Las 
seis hélices amino-terminales y las seis carboxi-termina- 
les forman dominios muy similares que dan lugar a una 
estructura con una simetría binaria aproximada. En la 
forma cristalizada de la proteína hay una gran cavidad 
acuosa que está expuesta en el lado citoplasmático de la 
membrana. El sitio de unión del sustrato se encuentra en 
esta cavidad, más o menos en el centro de la membrana. 
El lado del transportador que mira hacia fuera (la cara 
periplasmática) está fuertemente cerrada sin que haya 
un canal suficientemente grande para que entre la lacto- 
sa. El mecanismo propuesto para el paso transmembrana 
del sustrato (Fig. 11-40b) implica un movimiento oscilan- 
te entre los dos dominios, impulsado por la unión del 
sustrato y el movimiento de protones que exponen de 
forma alternada el dominio de unión de sustrato al cito- 
plasma y al periplasma. Este modelo, es similar al que se 
muestra en la Figura 11-30 para GLUTI1. 

En células epiteliales del intestino, la glucosa y cier- 
tos amino ácidos se acumulan por cotransporte paralelo 
con Na”, a favor del gradiente de Na* establecido por la 
Na“K* ATPasa de la membrana plasmática (Fig. 11-41). 


FIGURA 11-40 Transportador de lactosa (lactosa permeasa) de E. coli. 
(a) En ¡a representación de cintas vista en paralelo al plano de la mem- 
brana se ven las 12 hélices transmembrana dispuestas en dos dominios 
casi simétricos que se muestran en diferentes tonos de púrpura. En la 
forma de la proteína para la que se determinó la estructura cristalina, el 
azúcar sustrato (rojo) está unido cerca del centro de la membrana 
estando expuesto al citosplasma. {b} La segunda conformación postulada 
del transportador, relacionada con la primera por un cambia conformacio- 
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enteramente de este flujo de protones hacia el interior impulsado por el 
gradiente electroquímico. (b) Cuando se bloquean por cianuro (CN) las 
reacciones de oxidación generadoras de energía del metabolismo, el 
transportador de lactosa permite que se equilibren la lactosa a través de 
la membrana vía transporte pasivo. Mutaciones que afectan a Glu?” o 
Arg?” tienen el mismo efecto que el cianuro. La línea a trazos representa 
la concentración de lactosa en el medio circundante. 


La superficie apical de las células epiteliales del intesti- 
no (la superficie encarada a los contenidos del intesti- 
no) está recubierta con microvili, que son proyecciones 
largas y delgadas de la membrana plasmática que incre- 
mentan enormemente el área superficial expuesta al 
contenido del intestino. Los cotransportadores para- 
lelos de Na*-glucosa de la membrana plasmática api- 
cal captan glucosa del intestino en un proceso impulsa- 
do por el flujo cuesta abajo de Na”: 


2Naġut + glucosa ——> 2Naz, + glucosajn 


La energía requerida para este proceso proviene de 
dos fuentes: la mayor concentración de Na* fuera 
(potencial químico) y el potencial transmembrana 
(eléctrico), que es negativo en el interior y por lo tanto 
facilita la entrada de Na* hacia dentro. La fuerte tenden- 
cia termodinámica de Na” a desplazarse al interior de la 
célula proporciona la energía necesaria para el trans- 
porte de glucosa al interior de la célula, contra su gra- 
diente de concentración. Al igual que en el caso de la 
lactosa permeasa, un gradiente iónico creado y mante- 


nal grande y reversible en el que el sitio de unión del sustrato se expone 
primero al periplasma, en donde es captada la lactosa, y después al cito- 
plasma en donde se libera la lactosa. La interconversión de las dos formas 
está impulsada por cambios en el apareamiento de cadenas laterales car- 
gadas (que se pueden protonar) tales corno las de Ghe” y Arg3” (verde) 
que están afectadas por el gradiente protónico transmembrana. [Fuentes: 
(a) Modificado de PDB ID 1PW7, J. Abramson et al, Science 301:610, 
2003. (b) PDB 1D 2CFQ, O. Mirza et al, EMBO J. 25:1177, 2006.] 
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FIGURA 11-41 Transporte de glucosa en células del epitelio intesti- | 


nal. La glucosa se cotransporta con Na” a través de la membrana plas- 
mática apical al interior de la célula epitelial. Se desplaza a través de la 
célula hasta la superficie basal, donde pasa a la sangre vía GLUTZ2, un 
transportador pasivo simple de glucosa. La Na*K* ATPasa continúa bom- 
beando Na” hacia el exterior para mantener el gradiente de Na* que 
impulsa la captación de glucosa. 


mido por un bombeo iónico dependiente de energía sirve 
como energía potencial para el cotransporte de otras 
especies contra su gradiente de concentración. 


EJEMPLO RESUELTO 11-3 Energética del bombeo por un 
cotransportador paralelo 


Calcule la razón máxima [glucosalin que puede obte- 
[glucosalou: 

ner el transportador paralelo de Na"-glucosa de la mem- 

brana plasmática de una célula epitelial cuando la [Na*],, 

es de 12 mu, la [Na*],, de 145 mm, el potencial de mem- 

brana es de -50 mV (negativo en el interior) y la tempe- 

ratura es de 37°C. 


Solución: Utilizando la ecuación 11-4, podemos calcular 
la energía inherente en un gradiente electroquímico de 
Na*, es decir, el coste de transportar un ión Na* contra 
este gradiente: 


[Na* lout 


AG, = RT In 
i [Na* lin 


+ ZJIAy 


Sustituimos a continuación los valores estándar de 
R, T y 3 y los valores dados para [Na*] (expresados en 
concentraciones molares), +1 para Z (porque Na* tiene 
una carga positiva) y 0,050 V para Ay. Observe que el 
potencial de membrana es -50 mV (negativo en el inte- 
rior), por lo que la variación de potencial cuando un ión 
se traslada desde el interior al exterior es de 50 mV. 


145 x 10”? 
AG, = (8,315 J/mol- K)(310 K) In => 

e= a a ET EET E 
1 (96.500 J/V -mo1)(0,050 V) 


= 11,2 kJ/mol 


Cuando Na* vuelve a entrar en la célula, libera el 
potencial electroquímico creado al ser expulsado al exte- 
rior; AG para la reentrada es -11,2 kJ/mol de Na*. Esta es 
la energía potencial por mol de Na* que está disponible 
para bombear glucosa. Dado que pasan dos iones Na* a 
favor de su gradiente electroquímico al interior de la célu- 
la por cada molécula de ghucosa transportada en el sim- 
port, la energía disponible para bombear 1 mol de glucosa 
es de 2 x 11,2 kJ/mol = 22,4 kJ/mol. Podemos calcular 
ahora la razón de concentración de glucosa que puede 
conseguirse con esta bomba (de la ecuación 11-3, p. 413): 


[glucosa]in 
[ghucosaJont 

Reordenando, y sustituyendo los valores de AG, R 
y T, nos da 


[glucosalin AG; _ 22,4 kJ/mol -869 
[glucosalar RT (8,8315 J/mol: KX310 K) ? 


[glucosalin = a 
[glucosa]... 


= 5,94 x 10* 

Así, el cotransportador puede bombear glucosa 
hacia el interior hasta que su concentración dentro de 
las células epiteliales sea unas 6.000 veces la del exte- 
rior (en el intestino). (Esta es la razón teórica máxima, 
suponiendo un acoplamiento perfectamente eficiente 
de la reentrada de Na* con la captación de glucosa). 


A medida que la glucosa se bombea desde el intes- 
tino a la célula epitelial en la superficie apical, se despla- 
za simultáneamente desde la célula hasta la sangre por 
transporte pasivo a través de un transportador de glu- 
cosa (GLUT2) de la superficie basal (Fig. 11-41). El 
papel crucial del Na* en los sistemas de cotransporte 


FIGURA 11-42 Valinomicina, un ionóforo peptídico que une K+. En 
esta imagen, los contornos de superficie se muestran corno un cubierta 
transparente, a través de la cual son visibles una estructura en varillas del 
péptido y un ión K” (verde). Los átomos de oxígeno (rojo) que unen K* 
forman parte de una cavidad hidrofílica central. Cadenas laterales de ami- 
noácidos hidrotfóbicos (amarillo) recubren el exterior de la molécula. 
Debido a que el exterior del complejo K*-valimormicina es hidrofóbico, el 
complejo difunde fácilmente a través de membranas, transportando K' a 
favor de su gradiente de concentración, La disipación del gradiente iónico 
transmembrana resultante mata las células microbiamas, por lo que la 
valinomicina es un potente antibiótico. fFuente: Coordenadas preparadas 
para el Virtual Museum of Minerals and Molecules, http://virtual, 
museum.soils wisc, edu/valinomycin/index,html, por Phillip Barak, Univer- 
sity of Wisconsin-Madison, Department of Soil Science, utilizando datos 
de K. Neupert-Laves and M. Dobler, Helv. Chim. Acta 58:432, 1975.) 


paralelo y antiparalelo tal como el sistema descrito 
requiere el bombeo continuo de Na* hacia el exterior 
para mantener el gradiente de Na* transmembrana. 
En el riñón, un cotransportador paralelo de 
Na*-glucosa diferente es la diana de medicamen- 
tos utilizados para tratar la diabetes tipo 2. Las gliflozinas 
son inhibidores específicos de este cotransportador para- 
lelo de Na*-gjucosa. Estos medicamentos disminuyen la 
glucosa sanguínea al inhibir la reabsorción de glucosa en 
el riñón, impidiendo de este modo los efectos dañinos de 
la concentración de glucosa sanguínea elevada. La gluco- 
sa no reabsorbida en el riñón se elimina con la orina. 
Debido al papel esencial de los gradientes de iones 
en el transporte activo y en la conservación de la ener- 
gía, los compuestos que colapsan los gradientes de 
iones a través de las membranas celulares son venenos 
eficaces mientras que aquéllos que son específicos para 
microorganismos infecciosos, pueden servir como anti- 
bióticos. Una de tales sustancias es la valinomicina, un 
péptido cíclico pequeño que neutraliza la carga del K* al 
rodearlo con seis oxígenos carbonílicos (Fig. 11-42). 
El péptido hidrofóbico actúa entonces como lanzadera 
transportando el K* a través de la membrana a favor de 
su gradiente de concentración, destruyéndolo. Los com- 
puestos que lanzan iones a través de membranas de esta 
forma se denominan ionóforos, (“portadores de 
iones”). Tanto la valinomicina como la monensina (un 
ionóforo transportador de Na*) son antibióticos; matan 
células microbianas gracias a la destrucción de los pro- 
cesos de transporte secundario y de las reacciones de 
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conservación de la energía. La monensina es muy utili- 
zada como agente antifúngico y antiparasitario. Y 


Las acuaporinas forman canales transmembrana 
hidrofílicos para el paso de agua 

Una familia de proteínas integrales de membrana descu- 
bierta por Peter Agre, las acuaporinas (AQP), propor- 
cionan canales para el transporte rápido de inoléculas de 
agua a través de todas las membranas plasmáticas. Las 
acuaporinas se encuentran 
en todos los organismos y, 
generalmente, se hallan pre- 
sentes múltiples genes que 
codifican proteínas similares 
pero no idénticas. Se han 
descrito once acuaporinas 
en mamíferos, cada una de 
ellas con una localización y 
función específicas (Tabla 
11-6). Los eritrocitos, que se 
hinchan o encogen rápida- 
mente en respuesta a cam- 
bios bruscos en la osmolari- 
dad extracelular cuando la sangre pasa a través de la 
médula renal, tienen una alta densidad de acuaporina en 
su membrana plasmática (2 x 10% moléculas de AQP1 por 
célula). Las glándulas exocrinas que producen sudor, 
saliva y lágrimas secretan agua a través de acuaporinas. 
En el nefrón (unidad funcional del riñón) siete tipos dife- 


Peter Agre 
[ Fuente: Cortesía de Dr. Peter 
Agre, Johns Hopkins University.] 


TABLA 11-6 Características de permeabilidad y distribución predominante de las acuaporinas 


de mamífero conocidas 


Acuaporina  Permeante (permeabilidad) Distribución tisular Distribución subcelular* | 
AQPO Agua (baja) Cristalino Membrana plasmática 
AQP1 Agua (alta) Eritrocito, riñón, pulmón, Membrana plasmática 
endotelio vascular, cerebro, ojo 
AQP2 Agua (alta) Riñón, vas deferens Membrana plasmática apical, 
vesículas intracelulares 
AQP3 Agua (alta), glicerol (alta), urea Riñón, piel, pulmón, ojo, colon Membrana plasmática basolateral 
(moderada) 
AQP4 Agua (alta) Cerebro, músculo, riñón, pulmón, Membrana plasmática basolateral 
estómago, intestino delgado 
AQP5 Agua (alta) Glándula salivar, glándula Membrana plasmática apical 
lacrimal, glándula sudorípara, 
pulmón, córnea 
AQP6 Agua (baja), aniones (NO, > CI) Riñón Vesículas intracelulares 
AQP7 Agua (alta), glicerol (alta) urea Tejido adiposo, riñón, testículo Membrana plasmática 
(alta) 
AQP38 Agua (alta) Testículo, riñón, hígado, Membrana plasmática, vesículas 
páncreas, intestino delgado, intracelulares 
| colon 
| AQP9 Agua (baja), glicerol (alta), urea Hígado, leucocito, cerebro, Membrana plasmática 
(alta), arsenito testículo 
en Agua (baja), glicerol (alta), urea Intestino delgado Vesículas intracelulares 


(alta) 


Fuente: Datos de L.S. King et al., Nature Re. Mol. Cell Biol. 5:688, 2004. 


* La membrana 


plasmática apical 
largo de los lados y la base de la célula, no orientada hacia ia luz de la glándula o tejido. 
t AQPB también podría ser permeada por urea. 


se orienta hacia la luz de la glándula o tejido; la membrana plasmática basolateral se encuentra a lo 


424 Membranas biológicas y transporte 


rentes de acuaporinas intervienen en la producción de 
orina y en la retención de agua. Cada AQP renal tiene una 
localización específica en el nefrón y cada una de ellas 
ticne propiedades específicas y características regulado- 
ras. Por ejemplo, la AQP2 de las células epiteliales del 
conducto colector renal está regulada por la vasopresina 
(también llamada hormona antidiurética): cuando el 
nivel de vasopresina es elevado se reabsorbe más agua en 
el riñón. Ratones mutantes que carecen del gen de la 
AQP2 presentan una mayor excreción de orina (poliuria) 
y una orina más diluida, resultado de la menor permeabi- 
lidad al agua del túbulo próximo. En la especie humana, 
se han descrito AQP genéticamente defectuosas que son 
responsables de distintas enfermedades entre las que se 
incluye una forma relativamente rara de diabetes que va 
acompañada de poliuria (Recuadro 11-1). 

Las moléculas de agua atraviesan un canal de la AQP1 
a una velocidad de aproximadamente 10° s7. En compa- 
ración, el número de recambio más alto conocido para un 
enzima es el de la catalasa, 4 x 10" s, y muchos enzimas 
tienen un número de recambio entre 1 s> y 1015? (véase 
la Tabla 6-7). La baja energía de activación para el paso 
del agua a través de los canales de acuaporina (AG* < 15 
kJ/mol) sugiere que el agua se mueve a través de los cana- 
les en una corriente continua en la dirección dictada por 
el gradiente osmótico. (Para una discusión sobre la ósmo- 
sis, véase la p. 56). Las acuaporinas no permiten el paso 
de protones (iones hidronio, H,O”), que colapsarían los 
gradientes electroquímicos de las membranas. ¿Cuál es la 
base de esta extraordinaria selectividad? 


FIGURA 11-43 Acuaporina. La proteína es un tetrámero de subunida- 
des idénticas, cada una de las cuales forma un poro transmembrana. (a) 
Un monómero de la acuaporina bovina vista desde el plano de la mem- 
brana. Las hélices forman un poro central (amarillo) a través del cual 
pasa el agua (rojo). y dos segmentos helicoidales cortos (verde) (b) Esta 
visión aumentada muestra que el poro se estrecha en His'?% hasta un 
diámetro de 2,8 Á fimitando el paso de moléculas de tamaño superior a 
la del H,O. La carga positiva de Arg” repele los cationes, incluido H¿O*, 
e impide su paso a través del poro. Las dos hélices cortas mostradas en 


Encontramos una respuesta en la estructura de 
AQP1, determinada por análisis de difracción de rayos X. 
La AQP1 (Fig. 11-43a) tiene cuatro monómeros idénti- 
cos (cada uno de M 28.000) y cada monómero forma un 
poro transmembrana con un diámetro suficiente para 
permitir el paso de moléculas de agua en fila india. Cada 
monómero tiene seis segmentos helicoidales transmem- 
brana y dos hélices más cortas cada una de las cuales 
contiene la secuencia Asn-Pro-Ala (NPA). Las seis héli- 
ces transmembrana forman el poro a través del monóme- 
ro y los dos bucles cortos que contienen NPA se extien- 
den hacia el centro de la bicapa desde lados opuestos. 
Sus regiones NPA se solapan en el centro de la membrana 
para formar parte de la especificidad del filtro, la estruc- 
tura que permite que sólo pase agua (Fig. 11-43b). 

El canal de agua se estrecha hasta un diámetro de 
2,8 Á cerca del centro de la membrana, lo que restringe 
severamente el tamaño de las moléculas que pueden 
viajar a través del canal. La carga positiva de un residuo 
Arg muy conservado en este cuello de botella impide el 
paso de cationes tales como H,O*. Los residuos que recu- 
bren el canal de cada monómero de AQP1 son, genera- 
lente, apolares, pero los oxígenos carbonílicos del esque- 
leto polipeptídico, que se proyectan hacia la parte estre- 
cha del canal a intervalos, pueden formar puentes de 
hidrógeno con las moléculas de agua individuales cuando 
pasan a través del mismo; los dos residuos Asn (Asn*” y 
Asn'%) en los bucles NPA también forman puentes de 
hidrógeno con el agua. La estructura del canal no admite 
la formación de una cadena de moléculas de agua muy 


Repulsión 
electrostática 


Restricción 
de tamaño 


Reorientación 
del dipolo 
de agua 


verde contienen las secuencias Asn-Pro-Ala (NPA) que se encuentran 
en todas las acuaporinas y que forman parte del canal de agua. Estas 
hélices están orientadas con sus dipolos cargados positivamente apun- 
tando al poro de tal manera que fuerzan una molécula de agua a reorien- 
tarse a medida que pasa a través del poro. Esto rompe las cadenas de 
moléculas de agua unidas por puente de hidrógeno lo que impide el 
paso de protones por “salto de protones”. [Fuentes: (a) Moditicado de 
PDB ID 2B5F, S. Tornroth-Horsefiel et al, Nature 439:688, 2006. (b) 
Modificado de PDB 1D 1/4N, H. Sui et al., Nature 414:872, 2001,] 


cercanas unas de otras ya que ello permitiría el salto de 
protones (véase la Fig. 2-14), lo cual transportaría de 
manera efectiva protones a través de la membrana. Los 
residuos críticos de Arg e His y los dipolos eléctricos 
formados por las hélices cortas de los bucles NPA propor- 
cionan cargas positivas en posiciones que repelen cual- 
quier protón que se hubiera podido escapar a través del 
poro y también impiden la formación de puentes de 
hidrógeno entre moléculas de agua adyacentes. 

Se ha descrito una acuoporina aislada de la espina- 
ca con mecanismo de compuerta (abierta cuando dos 
residuos críticos de Ser cerca del extremo intracelular 
del canal están fosforilados y cerrada cuando están des- 
fosforilados). Tanto la estructura abierta como la cerra- 
da se han determinado por cristalografía. La fosforila- 
ción favorece una conformación que presiona dos resi- 
duos Leu y uno His cercanos hacia el canal, lo que blo- 
quea el movimiento del agua después de este punto 
cerrando el canal de manera efectiva. Otras acuaporinas 
están reguladas de otras maneras que permiten cambios 
rápidos en la permeabilidad de la membrana al agua. 

Aunque generalmente son muy específicas para el 
agua, algunas AQP también permiten que el glicerol o la 
urea pasen a altas velocidades (Tabla 11-6); se cree que 
estas AQP son importantes en el metabolismo del glicerol. 
Por ejemplo, la AQP7 que se encuentra en las membranas 
plasmáticas de los adipocitos (células grasas) transporta el 
glicerol de manera eficiente. Probablemente, esto es esen- 
cial en la importación de glicerol para la síntesis de triacil- 
gliceroles y para su exportación durante la degradación de 
triacilgliceroles. Los ratones con AQP7 defectuosa desa- 
rrollan obesidad y diabetes no dependiente de insulina. 


Los canales selectivos de iones permiten el movimiento 
rápido de ¡ones a través de las membranas 


Inicialmente reconocidos en neuronas mientras que 
ahora se sabe que están presentes en las membranas 


FIGURA 11-44 Mediciones eléctricas de la función de un 
canal iónico. La “actividad” de un canal iónico se determina 
midiendo ef flujo de iones a través del mismo, usando la técnica 
de patch-clamp, Se presiona una micropipeta muy fina contra 
la superficie celular, y la presión negativa en la pipeta se usa 
para formar un sello de presión entre la pipeta y la membrana. 
Cuando la pipeta es retirada de la célula, arranca un pequeño 
trozo (patch) de membrana (que puede contener uno o pocos 
canales iónicos). Cuando la pipeta y el trozo adherido se sitúan 
en una solución acuosa, se puede medir la actividad del canal 
en función de la corriente eléctrica que fluye entre los conteni- 
dos de la pipeta y la solución acuosa. En la práctica, se crea un 
circuito que “sujeta” (clamps) el potencial transmembrana a un 
valor dado y mide la corriente que debe fluir para mantener 
este voltaje. Con detectores de corriente muy sensibles, se 
puede medir la corriente que fluye a través de un canal jónico 
individual que es, típicamente, de unos pocos picoamperios. La 
traza que muestra la corriente en función del tiempo (en milise- 
gundos) revela la rapidez a la cual se abre y se cierra el canal, la 
frecuencia de apertura, y el tiempo que permanece abierto. La 
deflección hacia abajo representa la apertura del canal. “Suje- 
tando” el V a diferentes valores se consigue la determinación 
del efecto del potencial de membrana sobre estos parámetros 
de la función del canal. [Fuente: Y. Witzemann et al., Proc. Nati. 
Acad. Sci.USA 93:13286, 1996.] 
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plasmáticas de todas las células, así como en las mem- 
branas intracelulares de los eucariotas, los canales 
selectivos de iones proporcionan otro mecanismo 
para transportar iones inorgánicos a través de las mem- 
branas. Los canales iónicos, junto con las bombas de 
iones tales como la Na*K” ATPasa, determinan la per- 
meabilidad de una membrana plasmática a iones especí- 
ficos y regulan la concentración citosólica de ¡ones así 
como el potencial de membrana. En las neuronas, cam- 
bios muy rápidos en la actividad de los canales iónicos 
provocan cambios en el potencial de membrana (los 
potenciales de acción) que transportan señales desde el 
extremo de una neurona a otra. En los miocitos, la aper- 
tura rápida de los canales de Ca™ en el retículo sarco- 
plasmático libera el Ca?* que desencadena la contrac- 
ción muscular. Discutiremos las funciones de señaliza- 
ción de los canales iónicos en el Capítulo 12. Aquí des- 
cribiremos las bases estructurales de la función de los 
canales iónicos, usando como ejemplos un canal de K* 
bacteriano regulado por voltaje, el canal neuronal de 
Na* y el canal iónico del receptor de acetilcolina. 

Los canales iónicos se distinguen de los transporta- 
dores de iones en al menos tres aspectos. Primero, la 
velocidad de flujo a través de los canales puede ser varios 
órdenes de magnitud mayores que el número de recam- 
bio de un transportador (10 a 10° jones/s para un canal 
iónico, cercano al máximo teórico para la difusión no 
restringida). El contraste con el número de recambio de 
la Na'K*ATPasa, de alrededor de 100%, es altamente 
significativo. Segundo, los canales iónicos no se saturan; 
sus velocidades no se acercan a un máximo a una con- 
centración de sustrato elevada. Tercero, son “compuer- 
tas”, abiertas o cerradas en respuesta a algún proceso 
celular. En los canales de compuerta regulada por 
ligando (que son generalmente oligoméricos), la unión 
de una molécula extracelular o intracelular pequeña 
fuerza una transición alostérica de la proteína, que abre 
o cierra el canal. En los canales iónicos de compuerta 
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regulada por voltaje, un dominio de una proteína car- 
gada se mueve con relación a la membrana como res- 
puesta a un cambio de potencial eléctrico transmembra- 
na (V, ), abriendo o cerrando el canal. Los dos tipos de 
compuerta pueden ser muy rápidos. Un canal típico se 
abre en una fracción de'milisegundo, y puede permane- 
cer abierto sólo unos pocos milisegundos, haciendo que 
estos dispositivos moleculares sean efectivos para una 
transmisión muy rápida de señal en el sistema nervioso. 


La función del canal iónico se mide eléctricamente 


Debido a que un canal iónico sencillo normalmente se 
mantiene abierto solamente durante unos cuantos mili- 
segundos, el seguimiento de este proceso está más allá 
del límite de la mayoría de las medidas bioquímicas. El 
flujo de iones tiene que ser medido por lo tanto eléctri- 
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[Fuente: Cortesia de Boettcher 
-Gajewski Max Planck Institut 
für Biophysikalische Chemie.] 


Bert Sakmann 
[Fuente: Cortesia de Max Planck 
Institut für Neurobiologie.] 


camente, ya sea como cambios en V, (en la zona de 
milivoltios) o como corrientes eléctricas / (en microam- 
perios o picoamperios), utilizando microelectrodos y 
amplificadores adecuados. En el patch-clamping, una 
técnica desarrollada por Edwin Neher y Bert Sakmann 
en 1976, se miden corrientes muy pequeñas a través de 
una minúscula región de la superficie de la membrana 
que contiene sólo una o una pocas moléculas de canal 
iónico (Fig. 11-44). Se pueden medir el tamaño y la 
duración de la corriente que fluye durante una apertura 
de un canal iónico y se puede medir con qué frecuencia 
se abre un canal y cómo queda afectada esta frecuencia 
por el potencial de membrana, ligandos reguladores, 
toxinas y otros agentes. Los estudios de patch-clamping 
han revelado que hasta 10* iones pueden pasar a través 
de un solo canal en un milisegundo. Este flujo iónico 
representa una enorme amplificación de la señal inicial; 
por ejemplo, sólo son necesarias dos moléculas de ace- 
tilcolina para abrir un canal receptor de acetilcolina (tal 
como se describe más adelante). 


La estructura de un canal de K* muestra las bases 
de su especificidad 


La estructura de un canal de potasio de la bacteria Strep- 
tomyces lividans, determinada cristalográficamente por 
Roderick MacKinnonn en 1998, proporciona mucha infor- 
mación sobre el funcionamiento de los canales de iones. 
Este canal iónico bacteriano está relacionado en secuen- 
cia con todos los demás canales de K* conocidos y sirve 


como prototipo de dichos 
canales, incluidos los canales 
neuronales de K* de com- 
puerta regulada por voltaje. 
Entre los miembros de esta 
familia de proteínas, las simi- 
litudes de secuencia son 
máximas en la “región del 
poro” que contiene un filtro 
de selectividad de ión que 
permite el paso de K* (radio 
1,33 Å) 10.000 veces más 
fácilmente que el Na* (radio 
0,95 Á) a una velocidad 
(unos 10* ¡ones/s) cercana al 
límite teórico de la difusión 
libre. 

El canal de K* está formado por cuatro subunidades 
idénticas que abarcan la membrana y forman un cono 
dentro de un cono rodeando el canal iónico, con el 
extremo ancho del doble cono mirando hacia el espacio 
extracelular (Fig. 11-45a). Cada subunidad tiene dos 
hélices a transmembrana y una tercera hélice más corta 
que contribuye a la región del poro. El cono externo 
está formado por una de las hélices transmembrana de 
cada subunidad. El cono interior, formado por las cuatro 
hélices transmembrana restantes, rodea el canal iónico 
y acuna el filtro de selectividad de ión. Visto perpendi- 
cular al plano de la membrana, se ve que el canal central 
es suficientemente ancho para acomodar un ión metáli- 
eo no hidratado tal como el potasio (Fig. 11-45b) 

Tanto la especificidad iónica como el alto flujo a tra- 
vés del canal son explicables a partir de lo que conocemos 
sobre la estructura del canal (Fig. 11-45c). En las super- 
ficies externa e interna de la membrana plasmática, los 
caminos de entrada al canal tienen varios residuos ami- 
noácidos con cargas negativas que, presumiblemente, 
incrementan la concentración local de cationes tales 
como K* y Na*. La ruta del ión a través de la membrana 
comienza (en la cara interna) como un canal ancho, relle- 
no de agua en el que el ión puede mantener su esfera de 
hidratación. Se logra una mayor estabilización gracias a 
las hélices cortas en la región del poro de cada subunidad, 
con las cargas negativas parciales de sus dipolos eléctricos 
apuntando hacia el K* en el canal. Una vez pasados los dos 
tercios del camino a través de la membrana, este canal se 
estrecha en la región del filtro de selectividad obligando al 
ión a perder sus moléculas de agua de hidratación. Los 
átomos de oxígeno carbonílicos de la cadena principal del 
filtro de selectividad reemplazan las moléculas de agua de 
la esfera de hidratación, formando una serie de capas de 
coordinación perfectas a través de las cuales se mueve el 
K*, Esta interacción favorable con el filtro no es posible 
para el Na*, que es demasiado pequeño para establecer 
los contactos con todos los ligandos de oxígeno potencia- 
les. La estabilización preferencial del K* es la base de la 
selectividad iónica del filtro por lo que mutaciones que 
cambian residuos en esta parte de la proteína eliminan la 
selectividad iónica del canal. Los sitios de unión de K* del 
filtro son suficientemente flexibles para colapsarse y 
encajar cualquier Na* que entre en el canal. Este cambio 
conformacional cierra el canal. 

Existen cuatro sitios potenciales de fijación de K* a 
lo largo del filtro de selectividad, cada uno de ellos for- 


Roderick MacKinnon 

[Fuente: Cortesía de Dr. Rod- 
erick MacKinnon, Laboratory of 
Molecular Neurobiology and 
Biophysics, The Rockefeller 
University. ] 


(a) (b) 


FIGURA 11-45 Canal de K* de Streptomyces lividans. (a) Visto en el 
plano de la membrana, el canal está formado por ocho hélices transmem- 
brana (dos de cada una de las cuatro subunidades idénticas), formando un 
cono con su extremo ancho hacia el espacio extracelular. Las hélices inter- 
nas del cono (de color más claro) revisten el canal transmernbrana, mientras 
que las Pélices externas interaccionan con la bicapa fipídica. Segmentos cor- 
tos de cada subunidad converger en el extremo abierto del cono para for- 
mar un filtro selectivo. (b) Esta vista perpendicular al plano de la membrana 
muestra las cuatro subunidades dispuestas alrededor de un canal central lo 
suficientemente ancho como para que pase un único ión de K”. (c) Dia- 
grama de un canal de K en sección transversal mostrando las caracteristi- 
cas críticas para su función. Los oxigenos carbonílicos (rojo) del armazón 
peptídico en el filtro de selectividad sobresalen en el canal, interaccionando 
y estabilizando un ión K` que lo atraviesa. Estos ligandos están posicionados 
de manera perfecta para interaccionar con cada uno de los cuatro iones K* 
pero no con los iones Na* más pequeñós. Esta interacción preferente con K* 
es la base de la selectividad iónica. [Fuentes: (a, b) PDB ID 1BL8, D. A. Doyle 
et al, Science 280 :69, 1998. (c) Información de G. Yellen, Nature 419 :35, 
2002, y PDB ID 1I95, M. Zhou et al, Nature 414657 2001.] 


mado por una “jaula” de oxígeno que proporciona ligan- 
dos para los iones K* (Fig. 11-45c). En la estructura 
cristalina son visibles dos iones K* dentro del filtro de 
selectividad, separados unos 7,5 À, mientras que dos 
moléculas de agua se encuentran en las posiciones no 
ocupadas. Los iones K* pasan a través del filtro en fila 
india; muy probablemente sus repulsiones electrostáti- 
cas mutuas equilibran la interacción de cada ión con el 
filtro de selectividad manteniéndolos en movimiento. El 
desplazamiento de los dos iones K* es concertado: en 
primer lugar ocupan las posiciones 1 y 3, saltando des- 
pués a las posiciones 2 y 4. La diferencia energética 
entre estas dos configuraciones (1, 3 y 2, 4) es muy 
pequeña; energéticamente, el poro de selectividad no es 
un conjunto de colinas y valles sino una superficie plana 
que es ideal para el desplazamiento rápido de iones a 
través del canal. Parece que la estructura del canal se 
ha optimizado durante la evolución para dar velocidades 
de flujo máximas y alta especificidad. 

Los canales de K* con regulación de compuerta por 
voltaje son estructuras más complejas que la que se 
muestra en la Figura 11-45, si bien constituyen variacio- 
nes sobre el mismo tema. Por ejemplo, en los mamiferos 
los canales de K* con regulación de compuerta por vol- 
taje de la familia Shaker tienen un canal iónico como el 
del canal bacteriano que se muestra en la Figura 11-45, 
pero con domimios proteicos adicionales que actúan 
como sensores del potencial de membrana, se mueven 
en respuesta a un cambio de potencial y, al moverse, 
desencadenan la apertura o cierre del canal de K* (Fig. 
11-46). La hélice transmembrana crítica en el dominio 
sensor del voltaje de los canales de K* Shaker contiene 
cuatro residuos Arg; las cargas positivas de estos resi- 
duos hacen que la hélice se desplace en relación a la 
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Sitios alternantes de K* 
(azul o verde) ocupados 


Oxigenos carbonílicos de la 
cadena principal forman 
una caja a la que se adapta 
de forma precisa el K*, 
reemplazando aguas de 
la esfera de hidratación 


El dipolo 

de la hélice 

Y estabiliza 
| elK* 


El arnplio vestibulo lleno de agua 
permite la hidratación del K* 


K* con moléculas de 
agua de hidratación 


íc) 


membrana como respuesta a cambios en el campo eléc- 
trico transmembrana (el potencial de membrana). 

Las células también tienen canales que conducen 
específicamente Na* o Ca?* mientras que excluyen el K*. * 
En cada caso, la capacidad de discriminación entre 
cationes requiere tanto una cavidad en el sitio de unión 
del tamaño justo (ni demasiado grande ni demasiado 
pequeña) para acomodar el ión así como la colocación 
precisa dentro de la cavidad de los oxígenos carboníli- 
cos que puedan reemplazar la capa de hidratación del 
ión. Este encaje se puede conseguir con moléculas de 
menor tamaño que las proteínas; por ejemplo, la valino- 
micina (Fig. 11-42) puede proporcionar el encaje preci- 
so que confiere elevada especificidad para la unión de 
un ión y no de otro. Los químicos han diseñado molécu- 
las con una especificidad muy elevada para la unión de 
Li* (radio 0,60 Å), Na" (radio 0,95 Å), K* (radio 1,33 Å) 
o Rb* (radio 1,48 Å). No obstante, las versiones biológi- 
cas (los canales proteicos) no sólo fijan especificamen- 
te sino que conducen los iones a través de las membra- 
nas mediante un mecanismo de compuerta. 


Los canales iónicos de compuerta son básicos 
en la función neuronal 


Prácticamente en toda señalización rápida entre las neu- 
ronas y sus tejidos diana (como, por ejemplo, el múscu- 
lo) interviene la apertura y cierre rápidos de canales 
iónicos de la membrana plasmática. Por ejemplo, los 
canales de Na* de la membrana plasmática de las neuro- 
nas detectan el gradiente eléctrico transmembrana y 
responden a cambios con la apertura y el cierre. Estos 
canales iónicos de compuerta por voltaje son, típicamen- 
te, muy selectivos para Na* por encima de otros cationes 
monovalentes o divalentes (con factores de 100 o más) 
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(a) (c) 


(b) 


FIGURA 11-46 Bases estructurales del mecanismo de compuerta 
regulada por voltaje en un canal de K+ de la familia Shaker. Esta 
estructura cristalina del complejo Kv1.2-subunidad A2 de cerebro de 
rata muestra el canal básico de K* (correspondiente al mostrado en la 
Fig. 11-45) con la maquinaría extra necesaria para que el canal sea sen- 
sible a la compuerta por potencial de membrana: cuatro extensiones 
helicoidales transmembrana de cada subunidad y cuatro subunidades $. 
El complejo entero, visto (a) en el plano de la membrana y {b} perpen- 
dicular al piano de la membrana (tal como se ve desde el exterior de la 
membrana) se representa como en la Fig. 11-45, con cada subunidad de 
un color diferente; cada una de las cuatro subunidades f se colorea 
igual que la subunidad con la que se asocia. En (b) cada hélice trans- 
membrana de una subunidad (rojo) se numera S1 hasta S6. S5 y S6 de 
cada una de las cuatro subunidades forma el propio canal y son compa- 
rables a las dos hélices transmembrana de cada subunidad en la Figura 
11-45. 51 a 54 son cuatro hélices transmembrana. La hélice 54 contiene 
los residuos de Arg altamente conservados y se cree que consituye la 


y tienen una velocidad de flujo muy alta (>10" ¡ones/s). 
Cerrados en estado de reposo, los canales de Na' se 
abren (activan) por una reducción del potencial de 
membrana. En cuestión de milisegundos después de la 
apertura, el canal se cierra y permanece inactivo durante 
muchos milisegundos. La activación seguida de la inacti- 
vación de los canales de Na* es la base de la señalización 
por las neuronas (véase la Fig. 12-29). 

Otro canal iónico muy bien estudiado es el receptor 
nicotínico de acetilcolina, que interviene en el paso de 
una señal eléctrica desde una neurona motora a una fibra 
muscular en la unión neuromuscular (señala al músculo 
para que se contraiga). La acetilcolina liberada por la 
neurona motora difunde unos pocos micrómetros hacia 
la membrana plasmática de un miocito, donde se une al 
receptor de acetilcolina. Esto obliga a un cambio de con- 


(d) 


Sensor de voltaje 


Vista desde la cara interna 


Abierto Cerrado 


parte móvil principal del mecanismo de percepción del voltaje. (c) Dia- 
grama esquemático del canal regulado por voltaje que muestra la 
estructura básica del poro (centro) y las estructuras extra que permiten 
que el cana! sea sensible al voltaje; 54, ia hélice que contiene Arg, está 
en naranja. Para mayor claridad en esta vista no se muestran las subu- 
nidades 8. En la membrana en reposo, el potencial eléctrico transmem- 
brana (negativo en el interior) estira las cadenas laterales cargadas 
positivamente de las Arg en S4 hacia el lado citosólico. Cuando la 
membrana está despolarizada la atracción disminuye y con la inversión 
completa del potencial de membrana, $4 es ltevada hacia el lado extra- 
celular. (d) Este movimiento de $4 está acoplado fisicamente a la aper- 
tura y cierre del canal de K*, que se muestra aquí en sus conformacio- 
nes abierta y cerrada. Aunque el K“ está presente en el canal cerrado, el 
poro se cierra en la parte inferior, cerca del citosol, impidiendo el paso 
de K*. [Fuentes: (a, b, d) PDB ID 2A79, 5. B. Long et al., Science 
309:897, 2005. (c) Información de C. 5. Gandhi and £. Y, Isacoff, Trends 
Neurosci. 28:472, 2005.] 


formación en el receptor, provocando la apertura de su 
canal iónico. El movimiento resultante de las cargas posi- 
tivas hacia el interior del miocito despolariza su membra- 
na plasmática desencadenando la contracción. El recep- 
tor de acetilcolina permite que Na*, Ca** y K* pasen con 
igual facilidad a través de su canal, pero no pueden pasar 
otros cationes y ningún anión. El movimiento de Na* a 
través del canal iónico del receptor de acetilcolina es 
insaturable (su velocidad es lineal con respecto a la con- 
centración extracelular de Na*) y muy rápida, cerca de 
2x10” iones/s en condiciones fisiológicas. 
P CH; 
SO—cH¿—CH¿ "NCH, 

CH; 


CH3-<C 


Acetiicolina 
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TABLA 11-7 
Sistema de transporte y localización Figura 
' Canal de Ca% regulado por IP, del RE 12-11 


Sistemas de transporte descritos en otras partes de este libro 


Función 


| 
] 
| Transportador de glucosa de la 12-20 
membrana plasmática de células 

' animales; regulado por insulina 

| Canal de Na* con compuerta regulada 12-29 
| por voltaje de la neurona 


| Transportador de ácidos grasos de la 17-3 
| membrana plasmática del miocito 


| Transportador de acil-carnitina/ 

| carnitina de la membrana mitocondrial 

interna 

Complejos I, II y IV, transportadores 

de protones de la membrana 

mitocondrial interna 

ATPasa F F /ATP sintasa de la 

membrana mitocondrial interna, 

tilacoide del cloroplasto y membrana 

plasmática bacteriana 

Cotransportador antiparalelo de 

nucleótidos de adenina de la membrana 

mitocondrial interna 

Cotransportador paralelo P -H* de la 

membrana mitocondrial interna 

Transportador de malato-a- 

| cetoglutarato de la membrana 
mitocondrial interna 

| Transportador de glutamato-aspartato 19-31 

| de la membrana mitocondrial interna 

Proteína desacopladora UCP1, un poro 19-36, 23-35 

| protónico de la membrana mitocondrial 

| interna 


17-6 


19-16 


19-25, 20-20a, 
20-24 


19-30 


19-30 


19-31 


| 
- Complejo citocromo bf, transportador 20-19 
| de protones del tilacoide del cloroplasto 


| 
l 


- Bacteriorrodopsina, bomba de protones 20-27 


| impulsada por la luz 

| Cotransportador antiparalelo P -triosa 20-42, 

| fosfato de la membrana interna del 20-43 

| cloroplasto 

| Transportador de citrato de la 21-10 

' membrana mitocondrial interna 

| Transportador de piruvato de la 21-10 
membrana mitocondrial interna 

| Receptor de LDL en la membrana 21-41 
plasmática de células animales 
Proteína translocasa del RE 27-40 
Proteína translocasa del poro nuclear  27-44a 
Transportador proteico bacteriano 27-46 


AAA 


concentración citosólica de Ca*- 


Aumenta la capacidad del músculo y del tejido adiposo 
para captar exceso de glucosa de la sangre 


Crea potenciales de acción en la transmisión de la señal 
neuronal 


Importa ácidos grasos para ser utilizados como 
combustible 


Importa ácidos grasos a la matriz para la oxidación 


Actúa como mecanismo conservador de la energía en la 
fosforilación oxidativa, convirtiendo el flujo electrónico 
en un gradiente de protones 


Interconvierte la energía del gradiente de protones y del 
ATP durante la fosforilación oxidativa y la 
fotofosforilación 


Importa el sustrato ADP para la fosforilación oxidativa y 
exporta el producto ATP 


Suministra P, para la fosforilación oxidativa 


Lanza equivalentes de reducción (en forma de malato) 
desde la matriz al citosol 


Completa la acción iniciada por la lanzadera de malato- 
a-cetoglutarato 


Permite la disipación del gradiente protónico de la 
mitocondria como medio de termogénesis y/o 
eliminación de exceso de combustible 

Actúa como bomba de protones, impulsada por el flujo 
electrónico a través del esquema en Z; fuente de un 
gradiente de protones para la formación fotosintética de 
ATP 

Es la fuente del gradiente de protones impulsado por la 
luz para la síntesis de ATP en la bacteria halófila 
Exporta productos fotosintéticos desde el estroma; 
importa P, para la síntesis de ATP 


Proporciona citrato al citosol como fuente de acetil-CoA 
para la síntesis de lípidos 


Forma parte del mecanismo de la lanzadera de citrato 
desde la matriz al citosol 


Importa, mediante endocitosis facilitada por receptor, 
partículas transportadoras de lípidos 


Transporta proteínas al RE destinadas a la membrana 
plasmática, a la secreción o a orgánulos 


Lanzadera de proteínas entre el núcleo y el citoplasma 


Exporta proteínas secretadas a través de la membrana 
plasmática 
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El canal del receptor de acetilcolina es característi- 
co de otros muchos canales iónicos que producen o 
responden a señales eléctricas: tiene una “compuerta” 
que se abre en respuesta a la estimulación por una 
molécula señal (en este caso acetilcolina) y un mecanis- 
mo intrínseco de temporización que cierra la compuerta 
al cabo de un instante. Así la señal de acetilcolina es 
transitoria lo que es una característica esencial de la 
conducción de señales eléctricas. 

Basándose en similitudes entre las secuencias de 
aminoácidos de otros canales iónicos de compuerta 
regulada por ligando y el receptor de acetilcolina, los 
canales receptores neuronales que responden a las 
señales extracelulares ácido y-aminobutírico (GABA), 
glicina y serotonina se han agrupado en la superfamilia 
del receptor de acetilcolina; todos ellos comparten pro- 
bablemente la estructura tridimensional y los mecanis- 
mos de compuerta. Los receptores GABA, y de glicina 
son canales amiónicos específicos para Cl o HCO; mien- 
tras que el receptor de serotonina, al igual que el recep- 
Lor de acetilcolina, es específico para cationes. 

Otra clase de canales iónicos de compuerta regula- 
da por ligando responde a ligandos intracelulares: 
guanosina 3,5" mononucleótido cíclico (cGMP) en el 
ojo de vertebrados, cGMP y cAMP en neuronas olfati- 
vas, y ATP e inositol 1,4,5-trisfosfato (1P,) en muchos 
tipos celulares. Estos canales están compuestos por 
múltiples subunidades que contienen cada una seis 
dominios helicoidales transmembrana. Describiremos 
las funciones de señalización de estos canales iónicos en 
el Capítulo 12. 

En la Tabla 11-7 se muestran algunos transportado- 
res descritos en otros capítulos en el contexto de las 
rutas en las que actúan. 


Canales iónicos defectuosos pueden tener consecuencias 
fisiológicas graves 
La importancia de los canales iónicos en los pro- 


cesos fisiológicos está clara a partir de los efectos 
de mutaciones en proteínas de canales iónicos específi- 


Canal iónico Gen afectado 
Na* (compuerta por voltaje, músculo SCN4A 
esquelético) 

Na* (compuerta por voltaje, neuronal) SCNIA 


Na* (compuerta por voltaje, músculo  SCN5A 
cardíaco) 


Ca** (neuronal) CACNA1A 
Ca* (compuerta por voltaje, retina)  CACNAIF 
Ca* (policistina-1) PKDI 
K” (neuronal) KCNQ4 
K* (compuerta por voltaje, neuronal) KCNQ2 

| Catión inespecífico (regulado por CNCGI 


| CGMP, retinal) 

Receptor de acetilcolina (músculo CHRNA] 
esquelético) 

Cr ABCC? 


TABLA 11-8 Algunas enfermedades debidas a canales iónicos defectuosos 


cos (Tabla 11-8, Recuadro 11-2). Los defectos genéticos 
en el canal de Na* de compuerta regulada por voltaje de 
la membrana plasmática del miocito conducen a enfer- 
medades en las que los músculos periódicamente se 
paralizan (tal como sucede en la parálisis periódica 
hipercaliémica) o se vuelven rígidos (como en la para- 
miotonía congénita). La fibrosis quística es el resultado 
de una mutación que modifica un aminoácido en la pro- 
teína CFTR, un canal de iones CF; el proceso defectuoso 
aquí no es la neurotransmisión, sino la secreción por 
varias Células glandulares exocrinas cuyas actividades 
están ligadas a los flujos de ión Cr. 

Muchas toxinas presentes en la naturaleza actúan 
sobre canales iónicos, y la potencia de estas toxinas 
ilustra aun más la importancia del funcionamiento nor- 
mal de los canales iónicos. La tetrodoxina (producida 
por el pez soplador, Spheroides rubripes) y la saxito- 
xina (producida por el dinoflagelado marino Gonyau- 
lax, causante de las “mareas rojas”) actúan uniéndose a 
los canales de Na* de compuerta regulada por voltaje de 
las neuronas impidiendo de este modo los potenciales 
de acción normales. El pez soplador es un ingrediente 
de la exquisitez japonesa fugu, que sólo puede ser pre- 
parada por chefs entrenados especialmente para sepa- 
rar tan suculento bocado del veneno mortal. Comer 
marisco que se haya alimentado de Gonyaulax puede 
ser también fatal; el marisco no es sensible a la saxitoxi- 
na, pero la concentran en sus músculos, que pasan a ser 
altamente venenosos para organismos situados más 
arriba en la cadena alimentaria. El veneno de la serpien- 
te mamba negra contiene dendrotoxina, que interfiere 
con canales de K* de entrada regulada por voltaje. La 
tubocurarina, componente activo del curare (usado 
como veneno para flechas en el Amazonas) y otras dos 
toxinas de venenos de serpiente, cobrotoxina y bunga- 
rotoxina bloquean el receptor de acetilcolina o impiden 
la abertura de su canal iónico. Al bloquear señales desde 
los nervios a los músculos, todas estas toxinas provocan 
parálisis y posiblemente la muerte. En el lado positivo, 
la extremadamente elevada afinidad de la bungarotoxi- 
na para el receptor de la acetilcolina (K, = 10m) ha 


Enfermedad 
Parálisis periódica hipercaliémica (o paramiotonía 
congénita) 

Epilepsia generalizada con ataques febriles 
Síndrome 3 de largo QT 


Migraña hemipléjica familiar 

Ceguera nocturna estacionaria congénita 
Enfermedad renal poliquística 

Sordera dominante 

Convulsiones neonatales familiares benignas 
Retinitis pigmentosa 


Síndrome miasténico congénito 


Fibrosis quística 


sido útil experimentalmente: la toxina marcada radiac- 
tivamente fue usada para cuantificar el receptor duran- 
te su purificación. Y 
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E El movimiento de iones y de compuestos polares a 
través de las membranas biológicas requiere proteínas 
transportadoras. Algunos transportadores sólo facilitan 
la difusión pasiva a través de la membrana desde con- 
centración mayor a una concentración menor. Otros 
transportan solutos en contra de un gradiente electro- 
químico; ello requiere una fuente de energía metabólica. 
E Los transportadores, al igual que los enzimas, pre- 
sentan saturación y estereoespecificidad hacia sus 
sustratos. El transporte a través de estos sistemas 
puede ser pasivo o activo. El transporte activo primario 
está impulsado por ATP o por reacciones de transferen- 
cia electrónica; el transporte activo secundario, por el 
flujo acoplado de dos solutos, uno de los cuales (a 
menudo H* o Na”) fluye a favor de su gradiente electro- 
químico al tiempo que el otro es impulsado en contra 
de su gradiente. 

MW Los transportadores GLUT, tales como GLUT1 de los 
eritrocitos, transportan glucosa al interior de las células 
por transporte pasivo. Estos transportadores son trans- 
portadores sencillos o uniport y acarrean ım solo sustra- 
to. Los cotransportadores paralelos o simport, permiten 
el paso simultáneo de dos sustancias en la misma direc- 
ción; el transportador de lactosa de E. coli impulsado 
por la energía de un gradiente de protones (simport 
lactosa-H*) y el transportador de glucosa de las células 
epiteliales del intestino, impulsado por un gradiente de 
Na* (simpont glucosa-Na*) son ejemplos de cotranspor- 
tadores paralelos (simport). Los cotransportadores anti- 
paralelos (antiport) facilitan el paso simultáneo de dos 
sustancias en direcciones opuestas; ejemplos de este 
tipo son el intercambiador de cloruro-bicarbonato de los 
eritrocitos y la Na*K* ATPasa que es ubicua, 

E En las células animales, la Nat K* ATPasa mantiene 
las diferencias entre las concentraciones citosólica y 
extracelular de Na* y K*. El gradiente de Na* resultante 
se usa como fuente de energía para diversos procesos 
de transporte activo secundario. 

MM La Na” K* ATPasa de la membrana plasmática y los 
transportadores de Ca** de los retículos sarcoplasmáti- 
co y endoplasmático (las bombas SERCA) son ejemplos 
de ATPasas tipo P; experimentan fosforilación reversi- 
ble durante su ciclo catalítico. Las bombas de protones 
ATPasa de tipo F (ATP sintasas) son fundamentales 
para los mecanismos de conservación de energía en 
mitocondrias y cloroplastos. Las ATPasas de tipo V pro- 
ducen gradientes de protones a través de diversas mem- 
branas intracelulares, entre ellas las membranas de las 
vacuolas en las plantas. 

E Los transportadores ABC acarrean diversos sustra- 
tos (entre ellos muchos fármacos), fuera de las células, 
utilizando ATP como fuente de energía. 

© Los ionóforos son moléculas liposolubles que unen 
iones específicos y los transportan pasivamente a través 
de las membranas, disipando la energía de gradientes 
iónicos electroquímicos. 

M El agua se transporta a través de las membranas 
mediante acuaporinas. Algunas acuoporinas están regu- 
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ladas; algunas también transportan glicerol o urea. 

MM Los canales iónicos proporcionan poros hidrofílicos 
a través de los cuales pueden difundir iones selecciona- 
dos, a favor de sus gradientes eléctrico o de concentra- 
ción química; Estos canales tienen como característica 
su insaturabilidad así como niveles de flujo muy eleva- 
dos y son sumamente específicos para un ión. Muchos 
canales iónicos presentan un mecanismo de compuerta 
regulada por voltaje o por un ligando. El canal de Na* 
neuronal es de compuerta regulada por voltaje mientras 
que el canal iónico del receptor de acetilcolina está 
regulado por la acetilcolina que desencadena cambios 
de conformación que abren y cierran el paso transmem- 


brana. 


7 Términos clave 


Todos los términos en negrita están definidos en el glosario. 


modelo de mosaico potencial 

fluido 389 electroquímico 406 
micela 390 transportadores 406 
bicapa 390 transporte pasivo 406 
vesícula 390 transporte activo 406 


proteínas integrales 391 


monotópicas 391 
politópicas 391 


canales iónicos 407 
K, (K ) 408 
electroneutro 412 


proteínas cotransporte 412 
periféricas 391 cotransporte 
proteínas antiparalelo 
anfitrópicas 392 (antiport) 412 
lípido anular 394 cotransporte paralelo 
índice hidropático 394 (simport) 412 
barril 8 395 transporte simple 
porina 395 Cuniport) 412 
regla del interior electrogénico 413 
positivo 395 ATPasas tipoP 414 
proteína anclada bomba SERCA 415 
GPI 397 Na'K* ATPasa 415 
estado líquido ATPasas tipo Y 416 
desordenado (1,) 397 ATPasas tipo F 416 
estado líquido ATP sintasa 416 
ordenado (1) 397 Transportadores 
flipasas 399 ABC 417 
flopasas 399 transportadores 
escramblasas 399 multifármacos 
FRAP 400 ABC 418 
microdominios 401 transportador 
balsas 401 de lactosa 419 
caveolina 402 superfamilia facilitadora 
caveolas 402 principal (MFS) 420 
dominio BAR 403 cotransportadores paralelos 


proteína de fusión 404 


Na*-glucosa 421 


v8NARE 404 ionóforo 423 
tSNARE 404 acuaporinas (AQP) 423 
caderinas 405 canal regulado por 
selectinas 405 ligando 425 
difusión simple 406 canal regulado por 
potencial de membrana voltaje 425 

(Y, y) 406 patch-clamping 426 
gradiente receptor nicotínico 


electroquímico 406 


de acetilcolina 428 
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E Problemas 


1. Determinación del área de la sección transversal de 
una molécula de lípido Cuando los fosfolípidos se extien- 
den cuidadosamente sobre la superficie del agua, se orientan 
en la interfase aire-agua con sus grupos de cabeza en el agua y 
sus colas hidrofóbicas en el aire. El aparato experimental (a) 
se ha diseñado de tal manera que reduce el área superficial 
disponible a una capa de lípidos. Midiendo la fuerza necesaria 
para apretar los lípidos, es posible determinar en qué mo- 
mento las moléculas están empaquetadas compactamente en 
una monocapa continua; cuando se está próximo a esta área, 
la fuerza necesaria para reducir aun más el área superficial 
aumenta bruscamente (b). ¿Cómo utilizaría este aparato para 
determinar el área media ocupada por una sola molécula de 
lfípido en la monocapa? 


(a) Fuerza aplicada 
aquí para comprimir 
la monocapa 


DI aa | DAA 


ee 


(b) 40 


Fuerza (dinas/cm) 


0,2 0,6 1,0 1,4 
Área (nm?2/molécula) 


2. Pruebas sobre la bicapa lipídica En 1925, E. Gorter y 
F. Grendel utilizaron un aparato como el descrito en el Pro- 
biema 1 para determinar el área superficial de una monocapa 
lipídica formada por lípidos extraídos de eritrocitos de diver- 
sas especies animales. Utilizaron un microscopio para medir 
las dimensiones de las células individuales a partir de las que 
calcularon el área superficial media de un eritrocito. Obtuvie- 
ron los datos que se muestran en la tabla. ¿Estaba justificado 
que estos investigadores concluyeran que los “cromocitos 
[eritrocitos] estaban cubiertos por una capa de sustancias gra- 
sas que tiene dos moléculas de espesor” (es decir, una bicapa 
lipídica)? 


Área 
superficial 
Volumen total de la Área 
de las monocapa 
células Número lipídica total de un 
empaquetadas de células delas células eritrocito 
Animal (mL) (por mm*) (m°) (pm?) 
Perro 40 8.000.000 62 98 
Oveja 10 9.900.000 6,0 29,8 
Hombre 1 4.740.000 0,92 99 4 


3. Número de moléculas de detergente pormicela Cuando 
se disuelve en agua una pequeña cantidad del detergente do- 
decil sulfato sódico (SDS; Na*CH,(CH,),,080,), los iones del 
detergente entran en la solución en forma de especies mo- 
noméricas. A medida que se añade más detergente, se alcanza 
una concentración (concentración micelar crítica) á la que los 


monómeros se asocian para formar micelas. La concentración 
micelar crítica del SDS es 8,2 mm. Las micelas tienen una masa 
de partícula media (la suma de las masas moleculares de los 
monómeros constituyentes) de 18.000. Calcule el número de 
moléculas de detergente en una micela media. 


4. Propiedades de los lípidos y de las bicapas lipidi- 
cas Las bicapas lipídicas formadas entre dos fases acuosas 
tienen esta importante propiedad: forman hojas bidimensiona- 
les, cuyos bordes se colocan muy cercanos uno del otro para 
poder autosellarse y formar una vesícula (liposoma). 

¿Qué propiedades de los lípidos son responsables de 
esta propiedad de las bicapas? Explíquelo. 

¿Qué consecuencias tiene esta propiedad en lo que se 
refiere a la estructura de las membranas biológicas? 


5. Longitud de una molécula de ácido graso La longitud 
del enlace carbono-carbono para carbonos unidos por enlace 
sencillo tal como los que se dan en una cadena acilo graso sa- 
turada es de unos 1,5 Å. Calcule la longitud de una molécula 
individual de palmitato en su forma totalmente extendida. Si 
se dispusieran cola con cola dos moléculas de palmitato ¿cómo 
sería su longitud total en relación con el espesor de la bicapa 
lipídica de una membrana biológica? 


6. Localización de una proteína de membrana Se han 
efectuado sobre una proteína de membrana desconocida, X, 
las siguientes observaciones. Puede ser extraída a partir de 
membranas de eritrocito rotas en una solución salina concen- 
trada, y puede ser cortada en fragmentos por enzimas proteo- 
líticos, El tratamiento de los eritrocitos con enzimas 
proteolíticos seguido de rotura y extracción de los componen- 
tes de la membrana rinde X intacta. Sin embargo, el trata- 
miento de los “fantasmas” (ghosts) de eritrocito (que consisten 
únicamente en membranas plasmáticas, producidas al romper 
las células y eliminar la hemoglobina) con enzimas proteolíti- 
cos seguido de la rotura y extracción da X extensamente frag- 
mentada. ¿Qué indican estas observaciones sobre la 
localización de X en la membrana plasmática? ¿Las propieda- 
des de X se parecen a las de una proteína de membrana inte- 
gral o a las de una proteína periférica? 


7. Predicción de la topología de una proteína de mem- 
brana a partir de la secuencia Ha clonado el gen de una 
proteína de eritrocito humano, de la que sospecha que es una 
proteína de membrana. A partir de la secuencia nucleotídica 
del gen, conoce la secuencia aminoácida. Partiendo de esta 
secuencia solamente, ¿cómo evaluaría la posibilidad de que la 
proteína fuera una proteína integral? Suponga que se demues- 
tra que la proteína es una proteína integral con un segmento 
transmembrana. Sugiera experimentos bioquímicos o químicos 
que le permitan determinar si la proteína está orientada con el 
extremo amino en el exterior o en el interior de la célula. : 


8. Densidad superficial de una proteína de membrana Se 
puede inducir a E. coli para que sintetice cerca de 10.000 co- 
pias del transportador de lactosa (M_ 31.000) por célula. Su- 
ponga que E. coli es un cilindro de 1 pm de diámetro y 2 ¡um 
de longitud. ¿Qué fracción de la superficie de la membrana 
plasmática está ocupada por las moléculas de transportador 
de lactosa? Explique cómo ha llegado a esta conclusión. 


9. Especies moleculares en la membrana de E. coli La 
membrana plasmática de E. coli está formada aproximada- 
mente por 75% de proteína y 25% de fosfolípido en peso. 
¿Cuántas moléculas de lípido de membrana están presentes 
por cada molécula de proteína de membrana? Suponga una M. 


promedio para la proteína de 50.000 y una M_ promedio de 750 
para el fosfolípido. ¿Qué más necesitaría saber para calcular la 
fracción de la superficie de membrana cubierta por lípidos? 


10. Dependencia de la difusión lateral respecto a la tem- 
peratura El experimento descrito en la Fig. 11-16 se realizó a 
37°C. Si el experimento se hubiese llevado a cabo a 10°C ¿qué 
efecto esperaría sobre la velocidad de difusión? ¿Por qué? 


11. Autosellado de la membrana Las membranas celulares 
son autosellantes (si son agujereadas o rotas mecánicamente, 
se vuelven a sellar automática y rápidamente). ¿Qué propieda- 
des de las membranas son las responsables de esta importante 
característica? 


12. Temperaturas de fusión de lípidos Los lípidos de 
membrana en muestras de tejidos obtenidos de diferentes par- 
tes de la pata de un reno tienen diferente composición de áci- 
dos grasos. Los lípidos de membrana del tejido cercano a la 
pezuña contienen una proporción mayor de ácidos grasos in- 
saturados que los de tejidos de la parte superior de la pata. 
¿Cuál es el significado de esta observación? | 


13. Difusión flip-flop La cara interna (monocapa) de la 
membrana de un eritrocito humano está constituida predomi- 
nantemente por fosfatidiletanolamina y fosfatidilserina. La 
cara externa está formada predominantemente por fosfatidil- 
colina y esfingomielina. Aunque los componentes fosfolipídi- 
cos de la membrana pueden difundir en la bicapa fluida, esta 
diferencia entre una cara y otra se mantiene siempre. ¿Cómo? 


14. Permeabilidad de la membrana A pH 7, el triptófano 
cruza una bicapa lipídica unas 1.000 veces más lentamente de 
cómo lo hace el indol, una sustancia estrechamente relacionada: 


Q 


Sugiera una explicación para esta observación. 


15. Utilización del diagrama de la rueda helicoidal Una 
rueda helicoidal es una representación bidimensional de una 
hélice vista a lo largo del eje central (véase la Fig. 11-29b; 
véase también la Fig. 4-4d). Utilice el diagrama de la rueda 
helicoidal aquí mostrada para determinar la distribución de 
residuos aminoácidos en un segmento helicoidal con la se- 
cuencia —Val-Asp-Arg-Val-Phe-Ser-Asn-Val-Cys-Thr-His-Leu- 
Lys-Thr-Leu-Gln-Asp-Lys- 


¿Qué puede decir acerca de las propiedades superficiales 
de esta hélice? ¿Cómo cree que estaría orientada la hélice en 
la estructura terciaria de una proteína integral de membrana? 
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16. Síntesis del jugo gástrico: Energética El jugo gástrico 
(pH 1,5) se produce por bombeo de HCI del plasma sanguíneo 
(pH 7,4) al estómago. Calcule la cantidad de energía libre ne- 
cesaria para concentrar el H* en 1 L de jugo gástrico a 37°C. 
En las condiciones celulares, ¿cuántos moles de ATP deben 
hidrolizarse para proporcionar esta cantidad de energía libre? 
La variación de energía libre para la hidrólisis del ATP en con- 
diciones celulares es aproximadamente de -58 kJ/mol (tal 
como explicaremos en el Capítulo 13), Ignore los efectos del 
potencial eléctrico transmembrana. 


17. Energética de la Na'K*ATPasa Para una célula típica 
de vertebrado con un potencial de membrana de -0,070 Y (in- 
terior negativo) ¿cuál es la variación de energía libre para 
transportar 1 mol de Na” desde la célula hacia la sangre a 37°C? 
Considere que la concentración de Na* en el interior de la cé- 
lula es 12 mm y la del plasma sanguíneo es 145 mm. * 


18. Acción de la ouabaína en tejido renal La ouabaína 
inhibe específicamente la actividad de la Na"K* ATPasa de te- 
jidos animales pero no se sabe que inhiba ningún otro enzima. 
Cuando se añade ouabaína a láminas delgadas de tejido renal 
vivo, inhibe el consumo de oxígeno en un 66%. ¿Por qué? ¿Qué 
nos dice esta observación sobre la utilización de la energía 
respiratoria por el tejido renal? 


19. Energética del cotransporte paralelo Suponga que 
determina experimentalmente que un sistema de transporte 
de glucosa celular, impulsado por un cotransportador paralelo 
de Na*, puede acumular glucosa hasta concentraciones 25 ve- 
ces superiores a la del medio externo, mientras que la [Na+] 
externa era sólo diez veces mayor que la [Na*] intracelular. 
¿Violaría esto las leyes de la termodinámica? En caso negativo, 

¿cómo podría explicar esta observación? . 


20. Marcado del transportador de lactosa El transporta- 
dor de lactosa de una bacteria, que es altamente específico para 
la lactosa, contiene un residuo de Cys que es esencial para su 
actividad de transporte. La reacción covalente de la N-etilmalei- 
mida (NEM) con este residuo de Cys inactiva irreversiblemente 
al transportador. Una elevada concentración de lactosa en el 
medio impide la inactivación por NEM, probablemente al prote- 
ger estéricamente el residuo de Cys, que está en el sitio de 
unión a lactosa o cerca de éL No conoce nada más de la prolelna 
transportadora. Sugiera un experimento que le permita deter- 
minar la M_ del polipéptido transportador que contiene Cys. 


21. Captación intestinal de leucina Está estudiando la 
captación de L-leucina por células epiteliales de intestino de 
ratón. Mediciones de la velocidad de captación de L-leucina y 
de varios de sus análogos, con y sin Na* en el tampón de en- 
sayo, dan los resultados que se muestran en la tabla. ¿Qué 
puede concluir sobre las propiedades y el mecanismo del 
transportador de leucina? ¿Esperaría que la captación de 
L-leucina fuera inhibida por ouabaína? 


Captación en Captación en 
presencia de Na* ausencia de Na* 
Sustrato V.  &K (mm) Vo.  & (mu) 
L-Leucina 420 0,24 23 0,2 
D-Leucina 310 4.7 5 4,7 
L-Valina 225 0,31 19 0,31 


22. Efecto de un ionóforo sobre el transporte ac- 
tivo Considere el transportador de leucina descrito en el Pro- 
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blema 19. ¿Cambiarían Y, y/o K, si añadiese un ionóforo de 
Na” a la solución de ensayo que ya contiene Na*? Explíquelo 


23. Flujo de agua a través de una acuaporina Cada eri- 
trocito humano tiene unos 2 x 10% monómeros de AQP1. Si las 
moléculas de agua fluyen a través de la membrana plasmática 
a una velocidad de 5 x 10° moléculas de H,O por Letrámero de 
AQP1 por segundo, y el volumen de un eritrocito es de 5x 10" 
mL, ¿cuánto tardaría un eritrocito en reducir a la mitad su vo- 
lumen cuando encuentra la alta osmolaridad (1 m) del fluido 
intersticial de la médula renal? Suponga que el eritrocito está 
formado únicamente por agua. 


E} Bioquímica en Internet 


24. Predicción de la topología de una proteína de mem- 
brana ! Las herramientas bioinformáticas online hacen que el 
análisis de hidropatía sea fácil si conoce las secuencia de aminoá- 
cidos de una proteína. En el Protein Data Bank (www.pdb.org), 
el Protein Feature View muestra información adicional sobre 
una proteína recogida a partir de otras bases de datos, tales 
como UniProt y SCOP2. Una visión gráfica sencilla de una gráfica 
de hidropatía utilizando una ventana de 15 residuos muestra re- 
giones hidrofóbicas en rojo y regiones hidrofílicas en azul. 

(a) Con sola mirar las gráficas de hidropatía mostradas en 
el Protein Feature View ¿qué predicciones podría hacer sobre 
la topología de membrana de estas proteínas: glucoforina A 
(PDB ID 1AFO) y acuaporina (PDB ID 2B60)” 

(b) A Continuación, refine su información utilizando las 
herramientas ProtScale en el portal de recursos bioinformáti- 
cos ExPASy. Cada una de las Protein Feature Views del PDB 
se creó con un UniProt Knowledgebase ID. En el caso de la 
glucoforina, el UniProtKB ID es P02724; para la mioglobina, 
P02185 y para la acuporoina, Q6J819. Vaya al portal ExPASy 
(http:/fweb.expasy.org/protscale) y seleccione la opción de 
análisis hidropático Kyte & Doolittle, con una ventana de 7 
aminoácidos. Entre el UniProtKB ID de la acuoporina Q6J819, 
que también puede obtener de la página Protein Feature View 
del PDB, seleccione a continuación la opción para analizar la 
cadena completa (residuos 1 a 263). Utilice los valores por 
defecto para las otras opciones y haga click sobre Submit para 
obtener una gráfica de hidropatía. Guarde una imagen GIF de 
esta gráfica. Repita ahora el análisis utilizando una ventana de 
15 aminoácidos. Compare los resultados entre los análisis con 
las ventanas de 7 y de 15 residuos. ¿Cuál de las dos le da una 
razón señal-ruido mejor? 

(c) ¿En qué circunstancias sería importante utilizar una 
ventana más estrecha? 


25. Topología de proteínas de membrana II El receptor 
de la hormona adrenalina en células animales es una proteína 
integral de membrana (M_ 64.000) que se cree que tiene siete 
regiones que abarcan la membrana. 

(a) Demuestre que una proteína de este tamaño es capaz 
de cruzar la membrana siete veces. 

(b) Dada la secuencia de aminoácidos de esta proteína, 
¿cómo predeciría qué regiones de la proteína forman las héli- 
ces que cruzan la membrana? 

(c) Vaya a la página web del Protem Data Bank (www.pdb. 
org). Use cl identificador PDB 1DEP para obtener la página de 
datos de una porción del receptor Sadrenérgico (un tipo de 
receptor de adrenalina) de pavo. Usando JSmol para explorar 
la estructura, prediga si esta porción del receptor está locali- 
zada dentro de la membrana o en la superficie de la mem- 


brana. Explique su respuesta. Ahora utilice la Protein Feature 
View para ver el análisis hidropátiucoi de la secuencia. ¿Está 
de acuerdo con su respuesta? 

(d) Recupere los datos para una porción de otro receptor, 
el receptor de acetilcolina de neuronas y miocitos, usando el 
identificador PDB 1A11. Al igual que en (c), prediga dónde se 
encuentra esta porción del receptor y explique su respuesta. 

Si no ha usado el PDB, vea el Recuadro 4-4 para más infor- 
mación. 


E Problema basado en el análisis de datos 


26. El modelo de mosaico fluido de la estructura de las 
membranas biológicas La Figura 11-3 muestra el modelo de 
mosaico fluido de la estructura de las membranas biológicas 
tal como se acepta actualmente. Este modelo se presentó en 
detalle en un artículo de revisión de S.J. Singer en 1971. En 
este artículo, Singer presentó los tres modelos de estructura 
de la membrana que se habían propuesto por aquel entonces: 


- l y + 


PE NY 


NADAN 
NORAN ON 


c 


A. Modelo de Davson-Danielli-Robertson. Este era el 
modelo que contaba con mayor aceptación en 1971 cuando se 
publicó la revisión de Singer. En este modelo, los fosfolípidos 
se distribuyen en una bicapa. Las proteínas se encuentran en 
ambas superficies de la bicapa, unidas a ella mediante interac- 
ciones iónicas entre los grupos de cabeza cargados de los 
fosfolípidos y grupos cargados de las proteínas. Muy importan- 
te, no se encuentran proteínas en el interior de la bicapa. 

B. Modelo de la subunidad de lipoproteína de Benson. 
Aquí, las proteínas son globulares y la membrana es una mez- 
cla lípido-proteína. Las colas hidrofóbicas de los lípidos están 
incrustadas en las partes hidrofóbicas de las proteínas. Los 
grupos de cabeza de los lípidos están expuestos al disolvente. 
No existe una bicapa lipídica. 

C. Modelo del mosaico lípido-proteína globular. Este mo- 
delo se muestra en la Figura 11-3. Los lípidos forman una bi- 
capa y las proteínas están incrustadas en ella. Algunas 
proteínas se extienden a través de la bicapa mientras que otras 
no. Las proteínas están ancladas en la bicapa mediante inte- 
racciones hidrofóbicas entre las colas hidrofóbicas de los lípi- 
dos y las porciones hidrofóbicas de la proteína 


Para los datos que se dan a continuación, considere de qué 
modo cada fragmento de información se alinea con cada uno de 
los tres modelos de estructura de la membrana. ¿Qué mode- 
lo(s) está sostenido, cual no lo está y qué reservas tiene acerca 
de los datos o su interpretación? Explique su razonamiento. 

(a) Cuando se fijaron las células, se tiñeron con tetróxido 
de osmio y se examinaron al microscopio electrónico, las 
membranas mostraron una apariencia de “vía de tren”, con dos 
líneas oscuras separadas por un espacio claro. 

(b) Se encontró que el grosor de las membranas en células 
fijadas y teñidas de la misma manera era de 5 a 9 nm. El grosor 
de una bicapa de fosfolípido “desnuda”, sin proteínas, fue de 4 
a 4,5 nm. El grosor de una monocapa sencilla de proteínas es 
de alrededor de 1 nm. 

(c) En este artículo Singer escribió: “La composición de ami- 
noácidos promedio de las proteínas de membrana no se puede 
distinguir de la de las proteínas solubles. En particular, una frac- 
ción sustancial de los residuos son hidrofóbicos”. 

(d) Tal como se describió en los Problemas 1 y 2 de este 
capítulo, los investigadores han extraído membranas de las 
células, extraído los lípidos y comparado el área de la mono- 
eapa lipídica con el área de la membrana celular original. La 
interpretación de los resultados se complicó a causa de la 
cuestión ilustrada en el Problema 1: el área de la monocapa 
dependía de lo fuerte que se la empujaba. Con presiones muy 
suaves, la razón entre el área de la monocapa y el área de la 
membrana era de aproximadamente 2,0. A presiones más ele- 
vadas (que se cree se parecen más a las que se encuentran en 
las células) la razón fue sustancialmente menor. 

(e) La espectroscopia de dicroísmo circular utiliza cambios 
en la polarización de la luz UV para obtener datos acerca de la 
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estructura secundaria de las proteínas (véase la Fig. 4-10). En 
promedio, esta técnica mostró que las proteínas de membrana 
tienen una gran cantidad de hélice a y poco o nada de hoja $. 
Este hallazgo estaba de acuerdo con que la mayor parte de las 
proteínas de membrana tenían una estructura globular. 

(f) La fosfolipasa C es un enzima que elimina los grupos de 
cabeza polares (incluido el fosfato) de los fosfolípidos. En varios 
estudios, el tratamiento de membranas intactas con fosfolipasa 
C eliminó alrededor del 70% de los grupos de cabeza sin des- 
truir la estructura en forma de “vía de tren” de las membranas. 

(2) Singer describió en su artículo un estudio en el que 

“una glucoproteína de masa molecular aproximada de 31.000 
en las membranas celulares de los glóbulos rojos humanos se 
cortaba mediante tratamiento tríptico de las membranas 
dando glucopéptidos solubles de unos 10.000 de masa molecu- 
lar, mientras que las porciones restantes eran muy “hidrofóbi- 
cas”. El tratamiento con tripsina no produjo grandes cambios 
en las membranas las cuales permanecieron intactas. 
La revisión de Singer también incluía otros muchos estudios 
en esta área. Al final, sin embargo, los datos disponibles en 
1971 no probaron de forma conclusiva que el modelo C era 
correcto. A medida que se han acumulado más datos, este 
modelo de estructura de la membrana ha sido aceptado por la 
comunidad científica. 
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a capacidad de las células para recibir y actuar en 

respuesta a señales que provienen de más allá de 

la membrana plasmática es fundamental para la 
vida. Las células bacterianas reciben información cons- 
tante de proteínas de la membrana que actúan como 
receptores de información y analizan del medio que les 
rodea el pH, la fuerza osmótica, la disponibilidad de 
alimento, oxígeno y luz, y la presencia de sustancias 
nocivas, depredadores o competidores para el alimento. 
Estas señales provocan respuestas apropiadas, tales 
como el movimiento hacia el alimento o el alejamiento 
de sustancias toxicas o la formación de esporas latentes 
en un medio carente de nutrientes. En organismos plu- 
ricelulares, células con diferentes fumciones intercam- 
bian una amplia variedad de señales. Las células vegeta- 
les responden a hormonas de crecimiento y a variacio- 
nes de la luz solar. Las células animales intercambian 


información sobre las concentraciones de iones y gluco- 
sa en los fluidos extracelulares, y las actividades meta- 
bólicas interdependientes que tienen lugar en diferen- 
tes tejidos y, en un embrión, la localización correcta de 
las células durante su desarrollo. En todos estos casos, 
la señal representa información que es detectada por 
receptores específicos y se convierte en una respuesta 
celular en la que siempre interviene un proceso quími- 
co. Esta conversión de información en cambio químico, 
transducción de señal, es una propiedad universal de 
las células vivas. 


12.1 Características generales 
de la transducción de señales 


Las transducciones de señal son extraordinariamente 
específicas y refinadamente sensibles. La especificidad 
se consigue por complementariedad molecular precisa 
entre las moléculas señal y receptor (Fig. 12-1a), en la 
que intervienen el mismo tipo de fuerzas débiles (no 
covalentes) que tienen lugar en las interacciones enzi- 
ma-sustrato y antígeno-anticuerpo. Los organismos 
multicelulares tienen un nivel de especificidad adicional 
ya que los receptores para una señal determinada, o las 
dianas intracelulares de una determinada vía de señali- 
zación, sólo están presentes en ciertos tipos de células. 
La hormona liberadora de tirotropina, por ejemplo, des- 
encadena respuéstas en las células de la hipófisis ante- 
rior pero no en hepatocitos, que carecen de receptores 
para esta hormona. La adrenalina altera el metabolismo 
del glucógeno en los hepatocitos pero no en los adipoci- 
tos; en este caso ambos tipos celulares tienen recepto- 
res para esta hormona, pero mientas que los hepatoci- 
tos poseen glucógeno y el enzima metabolizador de 
glucógeno que se estimula por adrenalina, los adipoci- 
tos no contienen ni el uno ni el otro. Los adipocitos 
responden a la adrenalina metabolizando triacilglicero- 
les para liberar ácidos grasos que son posteriormente 
transportados a otros tejidos. 

Tres factores explican la extraordinaria sensibilidad 
de la transducción de señales: la elevada afinidad de los 
receptores para las moléculas señal, la cooperatividad 
(a menudo pero no siempre) en la interacción entre el 
ligando y el receptor y la amplificación de la señal por 
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(a) Especificidad 

La molécula señal se acopla 
a su sitio de unión en 

su receptor complementario; 
otras señales no se ajustan. 


(b) Amplificación Señal 
Cuando los enzimas activan 
enzimas, el número de 
moiéculas afectadas se 
incrementa geométricamente 
en una cascada enzimática. 


Enzima 
3 


3 


(c) Modularidad 

Las proteínas con afinidades 
polivalentes forman diversos 
complejos de señalización 

a partir de módulos 
intercambiables. 

La fosforilación proporciona 
puntos de interacción reversible. 


Respuesta 
FIGURA 12-1 Seis características de los sistemas de transducción de señal. 


cascadas enzimáticas. La afinidad entre la señal (ligan- 
do) y el receptor puede expresarse como la constante 
de disociación K,, a menudo 10” m o menos, lo que 
quiere decir que el receptor puede detectar concentra- 
ciones picomolares de una molécula señal. 

La cooperatividad en las interacciones entre el 
ligando y el receptor acarrea grandes cambios en la 
activación del receptor con pequeños cambios en la 
concentración de ligando (recuerde el efecto de coope- 
ratividad en la unión de oxígeno a la hemoglobina; véase 
la Fig. 5-12). La amplificación tiene lugar cuando un 
enzima asociado con un receptor de señal se activa y, a 
su vez, cataliza la activación de muchas moléculas de un 
segundo enzima, cada una de las cuales activa muchas 
moléculas de un tercer enzima, y así sucesivamente en 
lo que se denomina cascada enzimática (Fig. 12-1b). 
Estas cascadas dan lugar a amplificaciones de varios 
órdenes de magnitud en milisegundos. La respuesta a 
una señal también debe terminarse de modo que los 
efectos a lo largo de la ruta sean proporcionales a la 
fuerza del estímulo original. 

Las proteínas señalizadoras interactuantes son 
modulares. Muchas proteínas señalizadoras tienen 
múltiples dominios que reconocen rasgos específicos en 
otras proteínas, o en el citoesqueleto o en la membrana 
plasmática. Esta modularidad permite que la célula 
mezcle y ponga en contacto un conjunto de moléculas 


Señal 


(d) Desensibilización/ Adaptación 
La activación del receptor pone 

en marcha un circuito de 
retroalimentación que desconecta 
el receptor o lo elimina de la 
superficie celular. 


Respuesta 


(e) Integración 

Cuando dos señales tienen Señal 1 Señal 2 
efectos opuestos en una 
característica metabólica tal 

como la concentración de un 

segundo mensajero X, 

o el potencial de membrana 

Vw el resultado regulador 

proviene de la información | | 


integrada de ambos 
receptores. TIe Mco 
Net A[X] o AV 
Respuesta 
(FP) Respuesta localizada Señal 


Cuando el enzima que destruye 
un mensaje intracelular se 
encuentra agrupado con el 
productor del mensaje, 

el mensaje se degrada antes 
de que pueda difundir a puntos 
distantes, de modo que la 
respuesta es local y breve. 


a Mensaje Mebtaje 


Respuesta (local) 


señalizadoras para crear una amplia variedad de com- 
plejos multienzimáticos con funciones o localizaciones 
celulares diferentes. Un tema común en estas interac- 
ciones es la unión de una proteína señalizadora con 
capacidad de modulación a residuos fosforilados en 
otra; la interacción resultante puede ser regulada por 
fosforilación o desfosforilación de la proteína comple- 
mentaria (Fig. 12-1c). Proteínas de armazón no enzi- 
máticas con afinidad hacia diversos enzimas que inte- 
raccionan en cascadas ponen en contacto dichas proteí- 
nas asegurando su interacción en localizaciones celula- 
res específicas en momentos específicos. Muchos de los 
dominios involucrados en interacciones proteína-pro- 
teína son intrínsecamente desordenados (véase la Fig. 
4-22), capaces de plegarse de manera diferente según 
cual sea la proteína con la que interaccionan. En conse- 
cuencia, una única proteína puede desempeñar múlti- 
ples funciones en las rutas de señalización. 

La sensibilidad de los sistemas receptores está suje- 
ta a modificación. Cuando una señal está presente con- 
tinuamente, el sistema receptor se desensibiliza (Fig. 
12-1d); de manera que ya no responde a la señal. Cuan- 
do el estímulo disminuye por debajo de un determinado 
umbral, el sistema a vuelve a ser sensible. Piense en lo 
que sucede a su sistema de transducción visual cuando 
pasa desde un sitio iluminado con luz del sol brillante a 
una habitación oscura o desde la oscuridad a la luz. 


La integración de señales (Fig. 12-1e) es la capa- 
cidad del sistema para recibir múltiples señales y gene- 
rar una respuesta unificada y adecuada a las necesida- 
des combinadas de la célula o el organismo. Diferentes 
rutas de señalización interaccionan entre ellas a diver- 
sos niveles, generando una compleja comunicación de 
señales que mantiene la homeostasis en la célula y el 
organismo. 

Una última característica notable de los sistemas de 
transducción de señal es la localización de la res- 
puesta dentro de la célula (Fig. 12-16. Cuando los 
componentes de un sistema de señalización se hallan 
confinados en un estructura subcelular específica (una 
balsa en la membrana plasmática, por ejemplo), la célu- 
la puede regular un proceso localmente, sin afectar a 
regiones más distantes. 

Una de las revelaciones de la investigación sobre la 
señalización es la notable conservación de los mecanis- 
mos de señalización durante la evolución. A pesar de 
que el número de señales biológicas es probablemente 
de varios miles (la Tabla 12-1 lista algunos tipos impor- 
tantes), y que la variedad de respuestas a dichas señales 
es comparablemente numerosa, la maquinaría para 
transducir todas estas señales se construye a partir de 
10 tipos básicos de proteínas. 

En este capítulo examinamos algunos ejemplos de 
las principales clases de mecanismos de señalización, y 
veremos cómo son integrados en funciones biológicas 
específicas tales como la respuesta a hormonas y facto- 
res de crecimiento, los sentidos de la vista, olfato, y 
gusto, la transmisión de señales nerviosas y el control 
del ciclo celular. A menudo, el resultado final de una vía 
de señalización es la fosforilación de unas pocas proteí- 
nas diana específicas, lo que modifica sus actividades 
alterando así las actividades de la célula. A lo largo de 
nuestra exposición pondremos énfasis en la conserva- 
ción de mecanismos fundamentales para la transduc- 
ción de señales biológicas y la adaptación de estos 
mecanismos básicos a una gran variedad de vías de 
señalización. 

Consideraremos aquí los detalles moleculares de 
diversos sistemas de transducción de señal representa- 
tivos, clasificados según el tipo de receptor. El desenca- 
denante para cada sistema es diferente pero las carac- 
terísticas generales de la transducción de señal son 
comunes para todos: una señal interacciona con un 
receptor; el receptor activado interacciona con la 
maquinaria celular produciendo una segunda señal o un 


TABLA 12-1 Algunas señales a las que 
responden las células 

Antígenos Luz 
Glucoproteínas de la Contacto mecánico 

| superficie celular/ Patógenos bacterianos 

| oligosacáridos y de insectos | 
Señales del desarrollo Neurotransmisores | 
Componentes de la Nutrientes 
matriz extracelular Sustancias alaras 

| Factores de crecimiento PS 

| EI Saborizantes 


E 
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cambio en la actividad de una proteína celular; la activi- 
dad metabólica de la célula diana experimenta un cam- 
bio; y finalmente, el fenómeno de transducción se 
acaba. Para ilustrar estas características generales de 
los sistemas de señalización, aportamos ejemplos de 
cada uno de los seis mecanismos básicos de señalización 

(Fig. 12-2). 

1. Receptores acoplados a proteína G que activan 
indireciamente (a través de proteínas que unen 
GTP, o proteínas G) enzimas que producen segun- 
dos mensajeros intracelulares. Este tipo de recep- 
Lor se ilustra con el sistema receptor S-adrenérgico 
que detecta adrenalina (epinefrina) (Sección 12.2). 
La visión, el olfato y el gusto son sistemas sensores 
que también operan a través de receptores acopla- 
dos a proteínas G (Sección 12.3). 

2. Enzimas receptores de la membrana plasmática 
que poseen actividad enzimática en el lado citoplas- 
mático y son activados por la unión de ligando en el 
lado extracelular. Por ejemplo , los receptores con 
actividad tirosina quinasa catalizan la fosforilación 
de residuos de Tyr en proteínas diana intracelulares 
específicas. Un ejernplo lo constituye el receptor de 
insulina (Sección 12,4); el receptor del factor de 
crecimiento epidérmico (EGFR) es otro ejemplo. 
También pertenecen a esta clase general los recep- 
tores guanilil ciclasas (Sección 12.5). 

3. Los canales iónicos de compuerta de la membra- 
na plasmática que se abren y se cierran (de ahí el 
término “gate(d)” “compuerta”) en respuesta a la 
unión de ligandos químicos o cambios en el poten- 
cial transmembrana. Éstos son los transductores de ` 
señal más sencillos. 

4. Receptores nucleares que se unen a su ligando 
específico (tal como la hormona estrógeno) y alte- 
ran la velocidad a la que genes específicos son 
transcritos y traducidos en proteínas celulares. 
Debido a que las bormonas esteroides funcionan a 
través de mecanismos íntimamente relacionados 
con la regulación de la expresión génica, los consi- 
deramos aquí sólo brevemente (Sección 12.8) y 
aplazamos una discusión detallada de su acción 
hasta el Capítulo 28. 


Al empezar esta discusión de la señalización bioló- 
gica, no están de más unas palabras sobre la nomencla- 
tura de las proteínas de señalización. Estas proteínas se 
descubren normalmente dentro de un contexto y se 
nombran de acuerdo con el mismo; después se com- 
prueba que intervienen en una gama más amplia de 
funciones biológicas para las que el nombre original no 
es de gran ayuda. Por ejemplo, la proteína del retino- 
blastoma, pRb, se identificó inicialnente como el sitio 
de una mutación que contribuye al cáncer de retina 
(retinoblastoma), pero se sabe ahora que funciona en 
muchas vías esenciales para la división celular en todas 
las células, no sólo en las de la retina. Algunos genes y 
proteínas reciben nombres neutros: la proteína supreso- 
ra de tumores p53, por ejemplo, es una proteína de 53 
kDa, pero su nombre no da ninguna pista sobre su gran 
importancia en la regulación de la división celular y en 
el desarrollo del cáncer. En este capítulo definimos 
generalmente estos nombres de proteínas a medida que 
los encontramos, introduciendo los nombre usados nor- 
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1. Receptor acoplado a proteína G 
La unión de un ligando (L) externo al 
receptor (R) activa una proteína de unión 
de GTP intracelular (G), que regula un 
enzima (Enz) que genera un segundo 
mensajero intracelular (X). 


3. Canal iónico de entrada regulada 
Se abre o se cierra en respuesta a la 
concentración del ligando señal o al 
potencial de membrana. 


2a. Receptor tirosina quinasa 
La unión del ligando activa la actividad 
tirosina quinasa por autofosforilación. 


Membrana 
plasmática 


2b. La quinasa activa Cascada 
un factor de 
transcripción, 
alterando la 


expresión génica. ®© 


Cubierta 
nuctear 


FIGURA 12-2 Cuatro tipos generales de transductores de señal. 


malmente por los investigadores en cada campo. ¡No se 
desanime si no puede asimilarlos todos de golpe la pri- 
mera vez que los encuentre! 


RESUMEN 12.1 Características generales 
de la transducción de señal 


E Todas las células tienen mecanismos de transduc- 
ción de señales altamente sensibles y específicos, que 
se han conservado durante la evolución. 

E Una amplia variedad de estímulos, actúan a través 
de proteínas receptoras específicas en la membrana 
plasmática. 

MM Los receptores unen la molécula señal e inician un 
proceso que amplifica la señal, la integra con la señal de 
entrada de otros receptores, y transmite la información 
por toda la célula o en algunos casos a una región con- 
creta de la célula. Si la señal persiste, la desensibiliza- 
ción del receptor reduce o termina la respuesta. 

E Los organismos multicelulares tienen cuatro tipos 
generales de mecanismos de señalización: proteínas de 
la membrana plasmática que actúan a través de proteí- 
nas G, receptores con actividad enzimática (como por 
ejemplo tirosina quinasas), canales iónicos de compuer- 
ta y receptores nucleares que unen esteroides y alteran 
la expresión génica. 


12.2 Receptores acoplados a proteína G 
y segundos mensajeros 


Tal como su nombre implica, los receptores acopla- 
dos a proteína G (GPCR) sin receptores que actúan 
a través de un miembro de la familia de proteínas de 
unión a nucieótido de guanosina o proteínas G. La 
transducción de señal a través de GPCR está definida 


4. Receptor nuclear 

La unión de una hormona 
permite al receptor 
regutar la expresión de 
genes específicos. 


por tres componentes esenciales: un receptor de mem- 
brana plasmática con siete segmentos helicoidales 
transmembrana, una proteína G que alterna entre forma 
activa (GTP unido) e inactiva (GDP unido) y un enzima 
efector (o canal iónico) en la membrana plasmática que 
es regulado por la proteína G activada. Una señal extra- 
celular, como una hormona, un factor de crecimiento o 
un neurotransmisor es el “primer mensajero” que activa 
un receptor desde fuera de la célula. Cuando el receptor 
se activa, su proteína G asociada intercamhia su GDP 
unido por un GTP del citosol. A continuación, la proteí- 
na G se disocia del receptor activado y se une a un 
enzima efector próximo, alterando su actividad. El enzi- 
ma efector produce un cambio en la concentración 
citosólica de un metabolito de bajo peso molecular o de 
un ion inorgánico, que actúa como un segundo mensa- 
jero activando o inhibiendo una o más dianas posterio- 
res en la ruta, generalmente proteína quinasas. 

El genoma humano codifica más de 800 GPCR, 

aproximadamente 350 de los cuales actúan en la 
detección de hormonas, factores de crecimiento y otros 
ligandos endógenos, y aproximadamente 500 que sirven 
como receptores olorosos y gustativos. Se ha implicado 
a los GPCR en muchas enfermedades humanas comu- 
nes, entre ellas alergias, depresión, ceguera, diabetes y 
diversos defectos cardiovasculares con serias conse- 
cuencias para la salud. También se han encontrado 
mutaciones en GPCR en un 20% de los cánceres. Más de 
un tercio de todos los medicamentos del mercado tie- 
nen como objetivo un GPCR u otro. Por ejemplo, el 
receptor G-adrenérgico, que interviene en los efectos de 
la adrenalina, es la diana de los “bloqueadores beta” 
prescritos para enfermedades tan diversas como la 
hipertensión, la arritmia cardiaca, el glaucoma, la ansie- 
dad y la migraña. Más de 100 de los GPCR que se 
encuentran en el genoma humano son aún “receptores 


huérfanos”: no se han identificado todavía sus ligandos 
naturales por lo que no sabemos nada acerca de su bio- 
logía. El receptor S-adrenérgico, con su biología y far- 
macología bien conocidas es el prototipo de todos los 
GPCR por lo que nuestro análisis de los sistemas de 
transducción de señal empieza aquí. Y 


El sistema receptor ¡3-adrenérgico actúa a través 
del segundo mensajero cAMP 


La adrenalina hace sonar la alarma cuando alguna ame- 
naza requiere que el organismo movilice su maquinaria 
de producción de energía; señala la necesidad de luchar 
o huir. La acción de la adrenalina empieza cuando la 
hormona se une a un receptor proteico en la membrana 
plasmática de una célula sensible a la hormona. Los 
receptores adrenérgicos son de cuatro tipos genera- 
les, œ, A,, 6, y Ê, definidos por diferencias en sus afini- 
dades y respuestas a un grupo de agonistas y antagonis- 
tas. Los agonistas son análogos estructurales que se 
unen a un receptor y reproducen los efectos de su 
ligando natural; los antagonistas son análogos que se 
unen al receptor sin provocar el efecto normal y blo- 
quean así los efectos de los agonistas, ligando biológico 
incluido. En algunos casos, la afinidad de un agonista o 
antagonista sintético hacia el receptor es mayor que la 
del agoriista natural (Fig. 12-3). Los cuatro tipos de 
receptores adrenérgicos se encuentran en diferentes 
tejidos diana y dan lugar a respuestas diferentes frente 
a la adrenalina. Aquí nos centramos en los receptores 
P-adrenérgicos de músculo, hígado y tejido adiposo. 
Estos receptores provocan cambios en el metabolismo 
energético, tal como se describe en el Capítulo 23, 
incluidos el incremento en la degradación del glucógeno 
y de las grasas. Los receptores adrenérgicos de los sub- 
tipos 8, y ð, actúan a través del mismo mecanismo, por 
lo que en nuestra discusión, “S-adrenérgico” hace refe- 
rencia a los dos tipos. 

Al igual que todos los GPCR, el receptor P-adrenér- 
gico es una proteína integral con siete regiones hidrofó- 
bicas de 20 a 28 residuos aminoácidos que abarcan la 
membrana plasmática siete veces (de ahí el nombre 
alternativo para los GPCR: receptores heptahelicoi- 
dales). La unión de adrenalina a un sitio del receptor en 
la profundidad de la membrana plasmática (Fig. 124a, 
paso @) promueve un cambio de conformación en el 
dominio intracelular del receptor que afecta su interac- 
ción con una proteína G asociada que promueve la diso- 
ciación de GDP y la unión de GTP del citosol (paso Y. 
Para todos lo GPCR, la proteína G es heterotrimérica, 
con tres subunidades diferentes «, f y y. Por este moti- 
vo tales proteínas G se conocen como proteínas G 
triméricas. En este caso es la subunidad a la que une 
GDP o GTP y transmite la señal desde el receptor acti- 
vado a la proteína efectora. Debido a que esta proteína 
G activa su efector, es conocida como proteína G esti- 
muladora, o G.. Al igual que otras proteínas G (véase 
Recuadro 12-1), G, funciona como un “interruptor” 
biológico. Cuando el sitio de unión a nucleótido de G, 
(en la subunidad a) está ocupado por GTP, G_ es activa 
y puede activar su proteína efectora (en este caso la 
adenilil ciclasa); con GDP unido al sitio, G, es inactiva. 
En la forma activa, las subunidades f y y de G, se diso- 
cian de la subunidad a, en forma de dímero by y G, con 
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FIGURA 12-3 Adrenalina y sus análogos sintéticos. La adrenalina, 
(epinefrina en USA) se libera desde las glándulas suprarrenales o glán- 
dula adrenal y regula el metabolismo generador de energía en músculo, 
higado y tejido adiposo. Sirve también como neurotransmisor en neuro- 
nas adrenérgicas. La afinidad por su receptor se expresa en forma de una 
constante de disociación del complejo receptor-ligando. El isoproterenol 
y el propranolol son análogos sintéticos, uno de ellos agonista con una 
afinidad por el receptor superior a la de la adrenalina y el otro un antago- 
nista con una afinidad extremadamente elevada. 


su GTP unido, se desplaza en el plano de la membrana 
desde el receptor a una molécula cercana de adenilil 
ciclasa (paso @). G „se mantiene unida a la membrana 
por un grupo palmitilo unido covalentemente (véase la 
Fig. 11-13). 

La adenilil ciclasa es ima proteína integral de la 
membrana plasmática con su sitio activo en la cara cito- 
sólica. La asociación de G activa con la adenilil ciclasa 
estimula la ciclasa para catalizar la síntesis de cCAMP a 
partir de ATP (Fig. 12-4a, paso €), y Fig. 12-4b), ele- 
vando la [cAMP] citosólica. La interacción entre G, y la 
adenilil ciclasa sólo es posible cuando la G,, está unida 
a GTP. El genoma de mamíferos codifica nueve isoenzi- 
mas de adenilil ciclasa localizados en la membrana, 
todos ellos con secuencias muy conservadas aunque, 
presumiblemente, con funciones distintas. 

La estimulación por G,, es autolimitante; G,, tiene 
una actividad GTPasa intrínseca que inactiva G al 
convertir su GTP unido en GDP (Fig. 12-5). La G 
ahora inactiva se disocia de la adenilil ciclasa, con lo que 
se inactiva la ciclasa. G,, se reasocia con el dímero Py 
(Goy), y el G, inactivo está de nuevo disponible para 
interaccionar con un receptor unido a hormona. 

El papel de G,, como interruptor o conmutador 
biológico no es único. Diversas proteínas G actúan como 
conmutadores binarios en sistemas de señalización con 
GPCR y en muchos procesos en los que interviene la 
fusión o fisión de membranas (Recuadro 12-1). 

La adrenalina ejerce sus efectos posteriores a tra- 
vés del aumento de la [cAMP] resultante de la activa- 
ción de la adenilil ciclasa. A su vez el AMP cíclico activa 
alostéricamente la proteína quinasa dependiente 
de cAMP, también llamada proteína quinasa A o 
PKA, (Fig. 12-4a, paso 6) ), que cataliza la fosforilación 
específica de residuos Ser o Thr de proteínas diana, 
incluida la glucógeno fosforilasa b quinasa. Este último 
enzima es activo cuando está fosforilado y así puede 
iniciar el proceso de movilización del glucógeno a partir 
de las reservas en el músculo y en el hígado en antici- 


| 
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Alfred G. Gilman y Martin Rodbell descubrieron los 
papeles cruciales de las proteínas de unión de nucleóti- 
dos de guanosina (proteínas G) en un gran número de 
procesos celulares, entre los que se cuentan la percep- 
ción sensorial, la señalización para la división celular, 
crecimiento y diferenciación, los movimientos intrace- 
lulares de proteínas y vesículas membranosas y la sínte- 
sis de proteínas. El genoma humano codifica casi 200 de 
estas proteínas, las cuales difieren en tamaño y estruc- 
tura de subunidades, localización intracelular y función. 
No obstante, todas las proteínas G comparten una 
característica común: pueden ser activadas y, a conti- 
nuación, después de un breve período, se autoinactivan, 
sirviendo, de este modo, como interruptores binarios 
con temporizadores incorporados. Esta superfamilia de 
proteínas incluye las proteínas G triméricas que inter- 
vienen en la señalización adrenérgica (G, y G,) y en la 
visión (transducina); pequeñas proteínas G tales como 
las que intervienen en la señalización de la insulina 
(Ras) y otras que funcionan en el tránsito de vesículas 
(ARF y Rab), transporte al interior del núcleo y salida 
del mismo (Ran; véase la Fig. 27-44) y coordinación del 
ciclo celular (Rho) además de diversas proteínas que 
intervienen en la síntesis de proteínas (factor de inicio 
IF2 y factores de elongación EF-Tu y EF-G; véase el 
Capítulo 27). Muchas proteínas G tienen lípidos unidos 
covalentemente lo que les confiere afinidad por las 
membranas y dictan su localización en la célula. 


Martin Rodbell, 1925-1998 
[Fuente: Cortesía de Andrew 
M. Rodbell.] 


Alfred G. Gilman, 1941-2015 
[Fuente: Shelly Kalz/Liasion 
Agency/Getty Images. ] 


Todas las proteínas G tienen la misma estructura 
núcleo y utilizan el mismo mecanismo para pasar de 
una conformación inactiva, favorecida cuando está 
unido GDP, y una conformación activa, favorecida por 
la unión de GTP. Podemos utilizar la proteína Ras (-20 
kDa), unidad mínima de señalización, como prototipo 
de todos los miembros de esta superfamilia (Fig. 1). 

En la conformación con GTP unido, la proteína G 
expone regiones previamente sepultadas (denomina- 


Proteínas G: interruptores binarios en salud y enfermedad (contínua) 


( 
Análogo ' 
del GTP _ 


Interruptor | 
interruptor 
il 


FIGURA 1 Proteína Ras, prototipo de todas las proteínas G. El Mg- 
GTP se mantiene mediante residuos críticos del bucle P de unión de 
fosfato (azul) y por la Thr* en la región del interruptor | (rojo)y la Gly* 
en el interruptor il (verde). La Ala'* proporciona especificidad favora- 
ble al GTP respecto al ATP. En esta estructura se encuentra el análogo 
no hidrolizabie del GTP, Gpp(N Hp, en el sitio de unión de GTP. 
[Fuente: PDB iD 5P21, E.F. Pai et al, EMBO J. 9:2351, 1990.] 


Bucle P 


FIGURA 2 Cuando se hidroliza el GTP unido, por las actividades 
GTPasa de Ras y sus GAP, la pérdida de los enlaces de hidrógeno con 
Thr y Gly permite que las regiones de los interruptores 1 y !l se 
relajen adoptando una conformación en la que ya no están disponi- 
bles para interaccionar con dianas posteriores tales como Raf. 


das interruptor I e interruptor Il) que interaccio- 
nan con proteínas que intervienen posteriormente en 
la ruta de señalización, hasta que la proteína G se 
autoinactiva al hidrolizar su GTP unido a GDP El 
determinante clave de la conformación de la proteína 
G es el fosfato y del GTP, que interacciona con una 
región denominada bucle P (de unión de fosfato; Fig. 
2). En Ras el y fosfato del GTP se une a un residuo 
Lys del bucle P y a dos residuos clave, Thr* en el 
interruptor I y a Gly* en el interruptor I, que se unen 
por enlace de hidrógeno a los oxígenos del fosfato y 
del GTP. Estos enlaces de hidrógeno actúan como un 
par de muelles que mantienen la proteína en su con- 
formación activa. Cuando se corta el GTP a GDP y se 
libera P, se pierden estos puentes de hidrógeno; la 
proteína se relaja a su conformación inactiva, sepul- 
tando los sitios que interaccionan con otras moléculas 
asociadas en su estado activo. Ala'* se une por enlace 
de hidrógeno con el oxígeno de la guanina permitien- 
do que se una el GTP pero no ATP. 

La actividad GTPasa intrínseca de las proteínas G 
se incrementa basta 10° veces por proteínas activa- 
doras de la GTPasa (GAP), también llamadas, en el 
caso de las proteínas G heterotriméricas, regulado- 
res de la señalización por proteína G (RGS; Fig. 
3). Las GAP (y los RGS) determinan así cuanto tiem- 
po permanece abierto el interruptor. Estas moléculas 


Factores de intercambio 


a GTP-GDP (GEF) 


FIGURA 3 Muchos factores regulan la actividad de las proteínas G 
(verde). Las proteínas G inactivas, tanto las proteínas G pequeñas tales 
como Ras como las proteínas G heterotriméricas tales como G, inte- 
raccionan con factores de intercambio GTP-GDP anteriores en la vía, 
GEF (rojo). Estos factores de intercambio suelen ser receptores activa- 
dos (*) tales como la rodopsina (Rh) y receptores ¡Jadrenérgicos 
(AR). Las proteínas G se activan por unión a GTP y en su forma unida 
a GTP activan enzimas efectores posteriores en la vía (azul), tales 
como cGMP fosfodiesterasa (PDE), adenilil ciciasa (AC) y Raf. Las 
proteínas activadoras de la GTPasa (GAP en el caso de proteínas G 


Moduladores de la 
actividad GTPasa 


posteriores 


pequeñas) y los reguladores de la señalización por proteína G (RGS) ' 


Camarillo), al modular la actividad GTPasa de las proteínas G, determi- 
nan el tiempo durante el que la proteína G permanecerá activa. 
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aportan un residuo Arg clave que alcanza el sitio 
activo de la GTPasa presente en la proteína G donde 
contribuye a la catálisis. El proceso intrínsecamente 
lento de reemplazar el GDP unido por GTP, que activa 
la proteína está catalizado por factores de inter 
cambio de nucleótidos de guanosina (GEF) aso- 
ciados con la proteína G (Fig. 3). El receptor adre- 
nérgico unido a ligando es uno de los muchos GEF, y 
una amplia gama de proteínas actúan como GAP. Su 
efecto combinado marca el nivel de proteínas G uni- 
das a GTP y, por tanto, la intensidad de la respuesta a 
las señales que llegan a los receptores. 

Debido a que las proteínas G tienen papeles 
cruciales en tantos procesos de señalización, 
no es sorprendente que las proteínas G defectuosas 
produzcan diversas enfermedades. Alrededor del 25% 
de todos los cánceres humanos (y en una proporción 
mucho mayor en ciertos tipos de cáncer) presentan 
una mutación en una proteína Ras (de manera típica 
en uno de los residuos clave alrededor del sitio de 
unión de GTP en el bucle P} que prácticamente elimi- 
na su actividad GTPasa. Una vez activada por la unión 
de GTP, esta proteína Ras permanece constitutiva- 
mente activa promoviendo la división celular en célu- 
las que no deberían dividirse. El gen supresor tumoral 
NF1 codifica una GAP que incrementa la actividad 
GTPasa de la Ras normal. Las mutaciones en NF1 que 
dan lugar a una GAP no funcional dejan Ras con solo 
su actividad GTPasa intrínseca, que es muy débil 
(tiene un número de recambio muy bajo); una vez 
activada por la unión de GTP, Ras permanece activa 
durante un largo período de tiempo y continúa 
enviando la señal: dividirse. 

Las proteínas G heterotriméricas defectuosas 
también pueden ser causa de enfermedad. Las muta- 
ciones en el gen que codifica la subunidad a de G, 
(que interviene en los cambios de [cAMP] en respues- 
ta a estímulos hormonales) pueden dar lugar a una G, 
que es activa, o inactiva, de manera permanente. Las 
mutaciones “activadoras” tienen lugar generalmente 
en residuos clave para la actividad GTPasa; llevan a 
una [cAMP] elevada de forma continuada, con impor- 
tantes consecuencias en el resto de la vía entre las 
que se cuentan una proliferación celular indeseable. 
Tales mutaciones se encuentran, por ejemplo, en 
cerca del 40% de tumores de la hipófisis (adenomas). 
Los individuos con mutaciones “inactivadoras” en G, 


no responden a las hormonas (tales como la hormona :| 


tiroidea) que actúan a través de cAMP. La mutación 
en el gen de la subunidad a de la transducina (T), 
implicada en la señalización visual, conduce a un tipo 
de ceguera nocturna, debida aparentemente a una 


interacción defectuosa entre la subunidad T „activada | | 


y la fosfodiesterasa del segmento exterior del bastón 


(Continua en la página siguiente ) 
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FIGURA 4 La toxina bacteriana responsable del cólera es un enzima 
que catatiza la transferencia de la porción ADP-ribosa del NAD* a un 
residuo Arg de G, Las proteinas G así modificadas no responden a los 


(véase la Fig. 12-14). Una variación en la secuencia 
del gen que codifica la subunidad 8 de una proteína G 
heterotrimérica se encuentra frecuentemente en indi- 
viduos con hipertensión (presión sanguínea elevada) 
y se sospecha que la variante de este gen está involu- 
crada en la obesidad y en la aterosclerosis. 

La bacteria patógena causante del cólera y la tos 
ferina produce una toxina cuya diana es una proteína 
G, interfiriendo en la señalización normal de las célu- 
las huésped. La toxina del cólera, secretada por 
Vibrio cholerae en el intestino de una persona infec- 
tada, es una proteína heterodimérica. La subunidad B 
reconoce gangliósidos específicos de la superficie de 

| las células epiteliales intestinales a los que se une 
proporcionando una ruta para que la subunidad A 
entre en estas células. Una vez en el interior la subu- 
| nidad A se rompe en dos fragmentos, Al y A2. Segui- 
damente Al se asocia con el factor de ADP-ribosila- 
ción ARF6, una proteína G pequeña, a través de resi- 
| duos de sus regiones interruptoras I y H, que sólo son 


pación a las necesidades energéticas señaladas por la 
adrenalina. 

La forma inactiva de la PKA contiene dos subumida- 
des catalíticas idénticas (C) y dos subunidades regulado- 
ras idénticas (R) (Fig. 12-6a). El complejo tetramérico 
R,C, es catalíticamente inactivo, debido a que un dominio 
autoinhibidor de cada subunidad R ocupa el sitio de 
unión a sustrato de cada subunidad C. El AMP cíclico es 
un activador alostérico de la PKA. Cuando se une cAMP 
a las subunidades R, éstas experimentan un cambio de 
conformación que mueve el dominio autoinhibidor de R 


ADP-ribosa 


estímulos hormonales normales. La patología del cólera es el resul- 
tado de una regulación defectuosa de la adenilil cicilasa con sobrepro- 
ducción de cAMP. 


accesibles cuando ARF6 está en su forma activa (GTP 
unido). Esta asociación con ARF6 activa Al, que cata- 
liza la transferencia de ADP-ribosa desde el NAD* 
hasta el residuo Arg crítico del bucle P de la subuni- 
dad a de G, (Fig. 4). La ADP-ribosilación bloquea la 
actividad GTPasa de G, por lo que G, es activa de 
modo permanente. Esto produce la activación conti- 
nua de la adenilil ciclasa de las células epiteliales del 
intestino, es decir [CAMP] crónicamente elevada y una 
PKA crónicamente activa. La PKA fosforila el canal de 
Cr CFTR (véase el Recuadro 11-2) y un intercambia- 
dor de Na*-H* en las células epiteliales del intestino. 
La salida de NaCl resultante provoca una salida masi- 
va de agua a través del intestino al responder las 
células al consiguiente desequilibrio osmótico. Los 
principales rasgos patológicos del cólera son la deshi- 
dratación severa y la pérdida de electrolitos, que en 
ausencia de una terapia de rehidratación urgente 
pueden resultar mortales. 


fuera del dominio catalítico de C con lo que se disocia el 
complejo R,C, dando dos subunidades C catalíticamente 
activas libres. Este mismo mecanismo básico, desplaza- 
miento de un dominio autoinhibidor, interviene en la 
activación alostérica de muchos tipos de proteína quina- 
sas por sus segundos mensajeros (como en las Figs. 
12-18 y 12-25, por ejemplo). La estructura de la hendidu- 
ra de unión del sustrato de PKA es el prototipo de todas 
las proteína quinasas conocidas (Fig. 12-6b); ciertos 
residuos de esta hendidura tienen equivalentes idénticos 
en la totalidad de las 544 proteína quinasas codificadas 
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FIGURA 12-4 Transducción de la señal de la adrenalina: la via 
P-adrenérgica. (a) El mecanismo que acopla la unión de la adrenalina a 
su receptor con activación de la adenilil ciclasa; las siete etapas se discu- 
ten más ampliamente en el texto. La misma molécula de adenilil ciclasa 
en la membrana plasmática puede ser regulada por una proteina G esti- 
muladora (G,), tal como se muestra, o por una proteína G inhibidora (G, 


en el genoma humano, El sitio de unión de ATP de cada 
subunidad catalítica posiciona perfectamente el ATP 
para la transferencia de su grupo fosforilo terminal (y) al 
-OH de la cadena lateral de un residuo Ser o Thr. 

Tal como se indica en la Figura 12-4a (paso @), la 
PKA regula diversos enzimas posteriores en la ruta de 
señalización, Aunque estas dianas posteriores tienen 
funciones diversas, comparten una región con similitud 
de secuencia alrededor del residuo Ser o Thr que expe- 
rimenta fosforilación, secuencia que los marca para la 
regulación por la PKA (Tabla 12-2). El sitio de unión de 
sustrato en la hendidura de la PKA reconoce estas 
secuencias y fosforila sus residuos Thr o Ser. La com- 


(CAMP) 


no mostrada). G, y G, están bajo la influencia de diferentes hormonas. 
Las hormonas que inducen la unión de GTP a G, provocan la inhibición 
de fa adenilil cictasa, dando como resultado una [cAMP] celular menor. 
(b) Acción combinada de los enzimas que catalizan los pasos @ y O) sin- 
tesis e hidrólisis de cAMP por la adenilil ciclasa y la cAMP fosfodiesterasa, 
respectivamente, 


paración de las secuencias de diversas proteínas sus- 
trato de la PKA ha permitido establecer la secuencia 
consenso, es decir, los residuos vecinos específicos 
necesarios para marcar un residuo Ser o Thr para su 
fosforilación. 

Al igual que en múltiples rutas de señalización, la 
transducción de señal por la adenilil ciclasa impone 
varias etapas que amplifican la señal hormonal original 
(Fig. 12-7). Primero, la unión de una molécula de hor- 
mona a un molécula de receptor activa catallticamente 
varias moléculas de G, que se asocian con el receptor 
activado, una después de otra. A continuación, mediante 
la activación de una molécula de adenúlil ciclasa, cada 
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FIGURA 12-6 Activación de la proteína quinasa dependiente de 
cAMP (PKA). (a) Cuando [cAMP] es baja, las dos subunidades regula- 
doras idénticas (R; rojo) se asocian con las dos subunidades catalíticas 
idénticas (C). En este complejo R,C,, las secuencias inhibidoras de las 
subunidades R se encuentran en la hendidura de unión del sustrato de 
las subunidades C impidiendo la unión de sustratos proteicos; el com- 
plejo es, por tanto, cataliticamente inactivo. Las secuencias amino-ter- 
minates de las subunidades R interaccionan formando un dimero R, sitio 
de unión a una proteina de anclaje a una quinasa A (AKAP), descrita 
más adelante en el texto Cuando la [CAMP] aumenta en respuesta a 
una señal hormonal, cada subunidad R une dos moléculas de cAMP 
experimentando una importante reorganización que tira de su secuencia 
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FIGURA 12-5 El interruptor de la GTPasa. Las proteínas G alternan 
entre GDP-unido (inactivas) y GTP-unido (activas). La actividad GTPasa 
intrinseca de la proteína, en muchos casos estimulada por proteínas RGS 
(regulators of G protein signaling: reguladores de la señalización por la 
proteina G; véase el Recuadro 12-2), determina la rapidez con que el 
GTP unido es hidrolizado a GDP, y por lo tanto cuánto tiempo perma- 
nece activa la proteína G. 


molécula de G activa estimula la síntesis catalítica de 
muchas moléculas de cAMP. El segundo mensajero 
cAMP activa ahora la PKA, cada molécula de la cual 
cataliza la fosforilación de muchas moléculas de la pro- 
teína diana (fosforilasa b quinasa en la Figura 12-7). Esta 
quinasa activa la glucógeno fosforilasa b, lo que conduce 
a la rápida movilización de glucosa a partir del glucóge- 
no. El efecto neto de la cascada es la amplificación de la 
señal hormonal en varios órdenes de magnitud, lo que da 
cuenta de la muy baja concentración de adrenalina (o de 
cualquier otra hormona) necesaria para la actividad hor- 
monal. Esta ruta de señalización es, además, rápida: la 
señal produce cambios intracelulares en el espacio de 
milisegundos o incluso de microsegundos. 


Diversos mecanismos inducen la terminación 
de la respuesta del receptor (3 adrenérgico 


Para que un sistema de transducción de señal sea útil se 
ha de desconectar cuando ha finalizado el estímulo ya 
sea hormonal o de otro tipo, por lo que los mecanismos 


(b) Hendidura de 
Secuencia inhibidora unión del sustrato 


Subunidad 


Lóbulo pequeño 
catalítica (C) 


(unión de ATP) 


Lóbuto 
grande 


(unión de 

la proteína 

Subunidad Pe: 
reguladora (R) 


inhibidora alejándola de la subunidad C ai tiempo que abre la hendidura 
de unión del sustrato y libera cada subunidad C en su forma catalítica” 
mente activa. (b) Estructura cristalina que muestra parte del complejo 
R,C, (POB ID 1U7E): una subunidad C y parte de una subunidad R. Se 
omite por motivos de claridad la región de dimerización amino-terminal 
de la subunidad R. El lóbulo pequeño de C contiene el sitio de unión de 
AT? y el lóbulo grande rodea y define la hendidura en donde se une la 
proteína sustrato que experimenta fosforilación en un residuo Ser o Thr 
con el grupo fosforito transferido desde el ATP. En esta forma inactiva, 
la secuencia inhibidora de R bloquea la hendidura de unión del sustrato 
en C, inactivándola. (Fuente: PDB ID 3FHi, C. Kim et al, Science 
307:690, 2005.1] 
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TABLA 12-2 - Algunos enzimas y otras proteinas regulados por fosforilación dependiente 
de cAMP (por PKA) 

Enzima/proteína Secuencia fosforilada* Vía/proceso regulado 

Glucógeno sintasa = RASCTSSS Síntesis de glucógeno 

Fosforilasa b quinasa Degradación de glucógeno 

Subunidad « VEFRRLSI 

Subunidad 3 RTKRSGSV 

Piruvato quinasa (hígado de rata) GVLRRASVAZL Glucólisis 

Complejo de la piruvato deshidrogenasa GYLRRASV Piruvato a acetil-CoA 

(tipo L) 

Lipasa sensible a hormona PMRRSV Movilización de triacilglicero! y 

oxidación de ácidos grasos 

Fosfofructoquinasa-2/fructosa LQRRRGSSIPQ Glucólisis/gluconeogénesis 

2,6-bisfosfatasa 

Tirosina hidroxilasa FIGRRQSL Síntesis de L-dopa, dopamina, 
l noradrenalina y adrenalina 

Histona H1 AKRKASGPPVS Condensación de DNA 

Histona H2B KKAKASRKESYSVYVYK Condensación de DNA 

Fosfolambano cardíaco AIRRAST [Ca“*Jintracelular 

(un regulador del bombeo cardíaco) 

Inhibidor-1 de proteína fosfatasa-1 IRRRRPTP Desfosforilación proteica 

Secuencia consenso PKA’ xR¡RKIx[ST]B Muchas 


*El residuo S o T fosforilado se muestra en rojo. Todos los residuos están dados en sus símbolos de una letra (véase la Tabla 3-1). 
tx es un aminoácido cualquiera; B es un aminoácido hidrotóbico cualquiera. Véase el Recuadro 3-2 para las convenciones utilizadas en la 


representación de las secuencias consenso. 


de desconexión de la señal son intrínsecos a todos los 
sistemas de señalización. La mayoría de sistemas tam- 
bién se adaptan a la presencia continuada de la señal 
haciéndose menos sensibles a la misma, desensibili- 
zándose. El sistema 8-adrenérgico ilustra ambos meca- 
nismos. Aquí nos centraremos en la terminación. 

La respuesta a la estimulación B-adrenérgica termi- 
nará cuando la concentración de adrenalina en sangre 
descienda por debajo de su K, con su receptor. Enton- 
ces, la hormona se disociará del receptor y éste volverá 
a adoptar su conformación inactiva en la que ya no 
puede activar G.. 

Una segunda manera de acabar la respuesta es la 
hidrólisis del GTP unido a la subunidad G, catalizada 
por la actividad GTPasa intrínseca de la proteína G. La 
conversión del GTP unido en GDP favorece el retorno 
de G, a la conformación en la que une las subunidades 
LEAR conformación en la que la proteína G no puede inte- 
raccionar con la adenilil ciclasa o estimularla. Esto fina- 


FIGURA 12-7 Cascada de la adrenalina. La adrenalina desencadena 
una serie de reacciones en hepatocitos en las que catalizadores activan 
catalizadores, dando como resultado una gran amplificación de la señal 
hormona! original. El número de moléculas mostradas sólo es para ilus- 
trar la amplificación y son, con toda seguridad, una subestimación 
importante. La unión de uma molécula de adrenalina a un receptor 
J-adrenérgico en la superficie celular activa un número (posiblemente 
centenares) de proteinas G, una después de otra, cada una de las cuales 
activa una molécula del enzima adenilil ciciasa. La adenilil ciclasa actúa 
cataliticamente, produciendo muchas moléculas de cAMP por cada ade- 
nilil ciclasa activada. (Dado que se requieren dos moléculas de cAMP 
para activar una subunidad catalítica de la PKA, este paso no amplifica 
la señal) 
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liza la producción de cAMP. La velocidad de inactivación 
de G, depende de la actividad GTPasa que en el caso de 
G, sola es muy débil. No obstante, las proteínas activa- 
doras de la GTPasa (GAP) estimulan fuertemente esta 
actividad GTPasa provocando una más rápida inactiva- 
ción de la proteína G (véase el Recuadro 12-1). Las GAP 
pueden ser reguladas por otros factores provocando 
una fina adaptación de la respuesta a la estimulación 
B-adrenérgica. Un tercer mecanismo para terminar la 
respuesta es eliminar el segundo mensajero: hidrólisis 
del cAMP a 5'-AMP (que no es activo como segundo 
mensajero) por la nncleótido cíclico fosfodiesterasa 
(Fig. 12-4a, paso @; 12-4b). 

Finalmente, al acabar la ruta de señalización, los 
efectos metabólicos resultantes de la fosforilación enzi- 
mática son invertidos por la acción de las fosfoproteína 
fosfatasas, que hidrolizan los residuos de Ser, Thr o Tyr 
fosforilados con liberación de fosfato inorgánico (P). 
Unos 150 genes del genoma humano codifican fosfopro- 


teína fosfatasas, menos que los que codifican proteína 


quinasas (544), lo que refleja la relativa promiscuidad 
de las fosfoproteína fosfatasas. Una sola fosfoproteína 
fosfatasa (PP1) desfosforila unas 200 dianas diferentes 
de fosfoproteína. Se sabe que algunas de estas fosfata- 
sas están reguladas; otras pueden actuar de forma cons- 
titutiva. Cuando la [cAMP] disminuye y la PKA vuelve a 
su forma inactiva (paso @ en la Fig. 12-4a), el equili- 
brio entre fosforilación y desfosforilación se inclina 
hacia la desfosforilación por estas fosfatasas. 


@ La unión de adrenalina (E) al 
receptor B-adrenérgico 
desencadena la disociación de 
Gsgy de Gs, (no mostrado). 


O) G,,, reciuta BARK a la 
membrana, donde fostorila 
residuos Ser en el extremo 
carboxilo del receptor. 


Membrana 
plasmática 


O Enla vesícula 
endocítica, se 
disocia la arrestina; 
el receptor es 
desfosforilado 
y devuelto a la 
superficie celular. 


[4] El compiejo 
receptor-arrestina 
entra en la célula 
por endocitosis. 


El receptor 9-adrenérgico se desensibiliza mediante 
fosforilación y por asociación con arrestina 


Los mecanismos para la terminación de la señal descri- 
tos antes tienen lugar cuando desaparece el estímulo. 
Un mecanismo diferente, la desensibilización, apaga la 
respuesta incluso mientras persiste la señal. En la 
desensibilización del receptor S-adrenérgico interviene 
una proteína quinasa que fosforila el receptor en el 
dominio intracelular que normalmente interacciona con 
G, (Fig. 12-8). Cuando el receptor permanece ocupado 
por la adrenalina, la receptor 8-adrenérgico quinasa 
(BARK) (también llamada a menudo GRK2; véase más 
adelante) fosforila varios residuos Ser cerca del extre- 
mo carboxilo-terminal del receptor, que se encuentra en 
el lado citoplasmático de la membrana plasmática. La 
PKA, activada a causa del aumento en la [cAMP], se 
fosforila, y por lo tanto activa BARK. A continuación 
PARK es traslocada a la membrana plasmática gracias a 
su asociación con las subunidades G,, , posicionándose 
para fosforilar al receptor. La fosforilación del receptor 
crea un sitio de unión para la proteína 8-arrestina, o 
Barr (también denominada arrestina 2), y la unión de la 
B-arrestina bloquea lo sitios de unión del receptor con la 
proteína G (Fig. 12-9). La unión de la 9-arrestina tam- 
bién facilita el secuestro de las moléculas del receptor, 
es decir, su eliminación de la membrana plasmática por 
endocitosis en pequeñas vesículas intracelulares (endo- 
somas). El complejo arrestina-receptor atrae clatrina y 
otras proteínas que intervienen en la formación de vesí- 
culas (véase la Fig. 27-27), las cuales inician la invagina- 
ción de la membrana que conduce a la formación de los 
endosomas que contienen el receptor adrenérgico. En 


FIGURA 12-8 Desensibilización del receptor 3-adrenérgico con la 
presencia continua de adrenalina. Este proceso está facilitado por 
dos proteínas: la proteína quinasa B-adrenérgica (BARK) y la B-arres- 
tina (Sarr; también conocida como arrestina 2). No se muestra la fos- 
forilación y activación de BARK por PKA. La PKA se activa por un 
aumento en la [CAMP] en respuesta a la señal inicial, adrenalina. 


B-Arrestina 
(Barr) se une 

al dominio 
carboxilo-terminal 
fosforilado del 
receptor. 


este estado los receptores no son accesibles a la adrena- 
lina y son, por tanto, inactivos. Estos receptores son 
finalmente desfosforilados y devueltos a la membrana 
plasmática, completando el circuito y resensibilizando 
el sistema a la adrenalina. La receptor P-adrenérgico 
quinasa es un miembro de una familia de quinasas de 
receptores acoplados a proteínas G (GRK), todas 
las cuales fosforilan GPCR en sus dominios citoplásmi- 
cos carboxilo-terminales y juegan un papel similar al de 
las BARK en la desensibilización y resensibilización de 
sus receptores. Al menos cinco GRK y cuatro arrestinas 
diferentes están codificadas en el genoma humano; cada 
GRK puede desensibilizar un subconjunto particular de 
GPCR mientras que cada arrestina puede interaccionar 
con muchos tipos diferentes de receptores fosforilados. 
El complejo receptor-arrestina tiene otro papel 
importante: inicia la señalización a través de una 
ruta diferente, la cascada MAPK descrita más adelante. 
Así, actuando sobre un único GPCR, la adrenalina activa 
dos rutas de señalización diferentes. Las dos rutas, una 
activada por la interacción del receptor con una proteí- 
na G y la otra por su interacción con la arrestina, pue- 
den verse afectadas de manera diferencial por el agonis- 
ta; en algunos casos, un agonista favorece la ruta de la 
proteína G y en otro la de la arrestina. Esta doble posi- 
bilidad tiene importancia en el desarrollo de medicacio- 
nes que actúen a través de GPCR. Por ejemplo, el más 
adictivo de los opiáceos de abuso actúa más fuertemen- 
te sobre la señalización por proteínas G que sobre 
arrestina. Una medicación opioide ideal actuaría a tra- 
vés de la rama de la ruta que tenga más efectos terapéu- 
ticos y no sobre la ruta que conduce a la adicción. Y 


El AMP cíclico actúa como segundo mensajero para 
muchas moléculas reguladoras 


La adrenalina es sólo una de las muchas hormonas, 
factores de crecimiento, y otras moléculas reguladoras 
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FIGURA 12-9 Exclusión mutua de la proteína G trimérica y la arres- 
tina en su interacción con GPCR. (a) el complejo del receptor 4-adre- 
nérgico con su proteína G trimérica, G,. (b) Todavía no se ha resuelto el 
complejo de la 9-arrestina con el receptor 4-adrenérgico; aquí se mues- 
tra el complejo resuelto con otro GPCR muy similar, la rodopsina visual. 
(La rodopsina se discute más adelante en este capitulo.) La comparación 
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que actúan gracias al cambio intracelular de [cAMP] y 
por lo tanto de la actividad de la PKA (Tabla 12-3). Por 
ejemplo, el glucagón se une a sus receptores en la 
membrana plasmática de los adipocitos, activando (vía 
una proteína G,) la adenilil ciclasa. La PKA, estimulada 
como resultado del aumento de [cAMP], fosforila y acti- 
va dos proteínas clave para la movilización de los ácidos 
grasos de las grasas almacenadas (véase la Fig. 17-3). 
De la misma forma, la hormona peptídica ACTH (hor- 
mona adrenocorticotrópica, también conocida como 
corticotropina), producida en la hipófisis anterior, se 
une a receptores específicos en el córtex suprarrenal, 
activando la adenilil ciclasa y aumentando la [cAMP] 
intracelular. La PKA seguidamente fosforila y activa 
varios enzimas que se requieren para la síntesis de cor- 
tisol y otras hormonas esteroideas. En muchos tipos 
celulares la subumidad catalítica de la PKA también 
puede desplazarse al núcleo donde fosforila una pro- 
teína de unión al elemento de respuesta al cAMP 
(CREB) que altera la expresión de genes específicos 
regulados por CAMP. 

Algunas hormonas actúan inhibiendo la adenilil 
ciclasa, disminuyendo así los niveles de CAMP, y 
suprimiendo la fosforilación de proteínas. Por ejemplo, 
la unión de somatostatina a su receptor desencadena la 
activación de una proteína G inhibidora, o G, estruc- 
turalmente homóloga a G,, que inhibe la adenilil ciclasa 
y disminuye la [cAMP]. La somatostatina, por lo tanto, 
imhibe la secreción de varias hormonas, incluyendo el 
glucagón. En el tejido adiposo, la prostaglandina E, 
(PGE,, véase la Fig. 10-17) inhibe la adenilil ciclasa, con 
lo que disminuye así la [CAMP] y se hace más lenta la 
movilización de las reservas lipídicas desencadenada 
por la adrenalina y el glucagón. En otros tejidos, la 
PGE, estimula la síntesis de cAMP: sus receptores están 
acoplados a la adenilil ciclasa a través de una proteína G 
estimuladora, G.. En tejidos con receptores a, -adrenér- 


(b) Rodopsina 


de las dos estructuras demuestra claramente que la unión de arrestina 
bloquea ta unión de la proteína G, evitando la activación de las proteínas 
G y terminando de manera efectiva la respuesta a la señal inicial (adre- 
nalina). [Fuentes: (a) PDB ID 3SN6, S.G.F. Rasmussen et al. Nature 
477:549, 2011, Fig. 2c. (b) PDB 1D 4ZW), Y. Kang et al., Nature 523:561, 
2015, Fig. 2b.] 
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TABLA 12-3 Algunas señales que usan cAMP 


como segundo mensajero 


'Corticotropina (ACTH) 

| Hormona liberadora de corticotropina (CRH) 

| Dopamina [D,, D,] 

| Adrenalina (H-adrenérgico) 

| Hormona estimuladora del folículo (FSH) | 
Glucagón | 

Histamina [H,] | 

Hormona luteinizante (LH) | 

Hormona estimuladora del melanocito (MSH) | 
Sustancias olorosas (muchas) 
Hormona paratiroidea 

| Prostaglandinas E,, E, (PGE,, PGE,) 

| Serotonina [5-HT-la, 5-HT-2] 

' Somatostatina 

| Saborizantes (dulce, amargo) 


| 


| | Hormona estimuladora del tiroides | 


Nota: Subtipos de receptoras mostrados en corchetes. Los subtipos 
pueden tener diferentes mecanismos de transducción. Por ejemplo, 
la serotonina se detecta en algunos tejidos por los subtipos de 
receptores 5-HT, y 5-HT,, que actúan a través de la adenilil ciclasa 
y CAMP. y en otros tejidos por un subtipo de receptor 5-HT,, que 
actúa a través del mecanismo de la fosfolipasa C-IP, (véase la Tabla 
12-4). 


gicos, la adrenalina disminuye la [CAMP]; en este caso 
los receptores están acoplados a la adenilil cicilasa a 
través de una proteína G inhibidora, G. En resumen, 
una señal extracelular tal como la adrenalina o la PGE, 
puede tener efectos muy diferentes en los distintos teji- 
dos o tipos celulares, en función de tres factores: el tipo 
de receptor en cada tejido, el tipo de proteína G (G, o 
G.) con la que está acoplado el receptor, y el conjunto 
de enzimas diana de la PKA en la célula. Al sumar las 
influencias que tienden a aumentar y disminuir la 
[CAMP], la célula consigue la integración de señales que 
indicamos como una característica general de los meca- 
nismos de transducción de señales (Fig. 12-1e). 

Otro factor que explica por qué un único segundo 
mensajero (CAMP) puede intervenir en la transducción 
de tantos tipos de señales es el confinamiento del pro- 
ceso de señalización a una región específica de la célula 
mediante proteínas adaptadoras, proteínas no catalí- 
ticas que mantienen juntas otras moléculas proteicas 
que funcionan concertadamente (se describen con 
mayor delalle más adelante). Las AKAP (A kinase 
anchoring proteins; proteínas de anclaje de la 
quinasa A) poseen múltiples dominios distintos de 
unión a proteína; son proteínas adaptadoras polivalen- 
tes. Un dominio se une a las subunidades R de la PKA 
(véase la Fig. 12-6a) y la otra a una estructura específi- 
ca dentro de la célula, que confina la PKA a la proximi- 
dad de tal estructura. Por ejemplo, existen AKAP espe- 
cíficas que unen la PKA a los microtúbulos, filamentos 
de actina, canales iónicos, mitocondrias o núcleos. 
Diferentes tipos de células tienen diferentes dotaciones 
de AKAP de modo que el cAMP podría estimular la fos- 
forilación de proteínas mitocondriales en una célula y la 
fosforilación de los filamentos de actina en otra. En 


algunos casos, una AKAP conecta la PKA con el enzima 
que provoca la activación de la PKA (adenilil ciclasa) o 
termina la acción de la PKA (cAMP fosfodiesterasa O 
fosfoproteína fosfatasa) (Fig. 12-10). La gran proximi- 
dad entre estos enzimas activadores e inactivadores 
consigue, probablemente, que la respuesta esté muy 
localizada y sea muy breve. 

Actualmente está claro que para comprender com- 
pletamente la señalización celular, los investigadores 
necesitan herramientas lo suficientemente precisas 
para poder detectar y estudiar los aspectos espa- 
cio-temporales de los procesos de señalización a nivel 
subcelular y en tiempo real. En estudios sobre la loca- 
lización intracelular de los cambios bioquímicos, la 
bioquímica se encuentra con la biología celular, por lo 
que las técnicas que cruzan este límite se han conver- 
tido en esenciales para comprender las rutas de señali- 
zación. Las sondas fluorescentes han encontrado una 
gran aplicación en los estudios de señalización. El eti- 
quetado de proteínas funcionales con una marca fluo- 
rescente tal como la proteína fluorescente verde 
(GFP) revela sus localizaciones subcelulares (véase la 
Fig. 9-16). Los cambios en el estado de asociación de 
dos proteínas (tales como las subunidades R y C de la 
PKA) pueden verse midiendo la transferencia no 
radiactiva de energía entre las sondas fluorescentes 
unidas a cada proteína, técnica que se denomina trans- 
ferencia de energía resonante de fluorescencia (FRET, 
Recuadro 12-2). 


Diacilglicerol, inositol trisfosfato y Ca”* tienen papeles 
relacionados como segundos mensajeros 


Una segunda y amplia clase de GPCR están acoplados a 
través de una proteína G a una fosfolipasa C (PLC) de 
la membrana plasmática que cataliza la rotura del fosfolí- 
pido de membrana fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato, o PIP, 
(véase la Fig. 10-15). Cuando una hormona que actúa 
según este mecanismo (Tabla 12-4) se une a su receptor 
específico en la membrana plasmática (Fig. 12-11, paso 
O ), el complejo hormona-receptor cataliza el intercam- 
bio GTP-GDP en una proteína G asociada, G, (paso O), 
activándola exactamente igual a como el receptor 
f-adrenérgico activa G, (Fig. 12-4). A su vez, la G, acti- 
vada, activa la PLC específica para PIP, (Fig. 12-11, 
paso Y) que cataliza la producción de dos potentes 
segundos mensajeros (paso Y ), diacilglicerol e ino- 
sitol 1,4,5-trisfosfato o TP, (no confundir con PIP,, 
p. 463). 


inositol 1,4,5-trisfosfato (iP,) 


El inositol trisfosfato, un producto hidrosoluble, 
difunde desde la membrana plasmática al retículo endo- 
plasmático (RE), en donde se une a canales de Ca** 
específicos regulados por IP, provocando su apertura. 


Receptor 
B-adrenérgico 


FIGURA 12-10 Nucleación de complejos supramoleculares por las 
proteínas de anclaje de la quinasa A (AKAP). AKAP es una de una 
familia de proteínas que actúan como armazones multivalentes, mante- 
niendo las subunidades catalíticas de la PKA, a través de la interacción 
de la AKAP con las subunidades reguladoras de la PKA, próximas a una 
región determinada de la célula. La AKAPS es dirigida hacia balsas en ta 
superficie citoplasmática de la membrana plasmática mediante dos gru- 
pos palmitilo unidos covalentemente y un sitio que une fosfatidilinosital 
3,4, 5-trisfostato (PIP) en la membrana. AKAP también tiene sitios de 
unión para el receptor F-adrenérgico, adenilil ciclasa, PKA y una fos- 
foproteina fosfatasa (PP2A), manteniéndolos juntos en el plano de la 
membrana. Cuando la adrenalina se une al receptor (3 -adrenérgico, la 
G,, activa la adenili! ciclasa que produce cAMP, el cual alcanza rápida- 
mente la PKA próxima y, con muy poca dilución, la PKA fosforila su pro- 
teina diana alterando su actividad hasta que la fosfoproteína fosfatasa 
elimina el grupo fostorilo y devuelve la proteína diana a su estado prees- 
tímulo. Las AKAP en éste y otros casos provocan una elevada concen- 
tración de enzimas y segundos mensajeros, por lo que el circuito de 
señalización permanece altamente localizado y la duración de la señal es 
limitada. 


La acción de la bomba SERCA (véase la p. 414) asegura 
que la [Ca?**] en el RE es órdenes de magnitud superior 
ala citosólica de manera que, cuando se abren los cana- 
les de Ca” regulados por compuerta, el Ca?* fluye rápi- 
damente hacia el citosol (Fig. 12-11, paso @) y la [Ca?*] 
citosólica aumenta abruptamente hasta aproximada- 
mente 10* m. Un efecto de la [Ca**] elevada es la activa- 
ción de la proteína quinasa C (PKC; C por Ca’). El 
diacilglicerol coopera con el Ca** en la activación de la 
PKC por lo que también actúa como un segundo mensa- 
jero (paso @). La activación implica el desplazamiento 


12.2 Receptores acoplados a proteína G y segundos mensajeros 451 


de un dominio de la PKC (el dominio del pseudosustra- 
to) lejos de su localización en la región de unión del 
sustrato del enzima, lo que permite que el enzima se 
una y fosforile proteínas que contienen una secuencia 
consenso de la PKC (residuos Ser o Thr incrustados en 
una secuencia de aminoácidos reconocida por la PKC 
(paso @). Hay varios isozimas de la PKC, cada uno con 
una distribución tisular característica, especificidad de 
proteínas diana, y función. Entre sus dianas se cuentan 
proteínas del citoesqueleto, enzimas y proteínas nuclea- 
res que regulan la expresión génica. Tomados en su 
conjunto esta familia de enzimas tiene una amplia gama 
de acciones celulares que afectan, por ejemplo, las fun- 
ciones neuronal e inmune y la regulación de la división 
celular. Los compuestos que conducen a la sobreexpre- 
sión de PKC o aumentan su actividad a niveles anorma- 
les actúan como promotores tumorales; los animales 
expuestos a estas sustancias muestran una mayor tasa 
de cáncer, 


El calcio es un segundo mensajero localizado 
en el espacio y en el tiempo 


Existen muchas variaciones del esquema básico de la 
señalización por Ca?**. En muchos tipos celulares que 
responden a señales extracelulares, el Ca” se utiliza 
como segundo mensajero que desencadena respuestas 
intracelulares, tales como la exocitosis en neuronas y 
células endocrinas, contracción muscular, o reordena- 
miento del citoesqueleto durante el movimiento ame- 
boide. En células no estimuladas, la [Ca*-] citosólica se 
mantiene en un nivel muy bajo (<107 m) por acción de 
las bombas de Ca% en el RE, mitocondria, y membrana 
plasmática (tal como se discute más adelante). Estímu- 
los hormonales, neuronales, o de otro tipo provocan una 
entrada de Ca?" al interior de la célula a través de cana- 
les específicos de Ca?** en la membrana plasmática o 
liberan el Ca** retenido por el RE o la mitocondria; en 
ambos casos aumentan la [Ca?*] citosólica y desencade- 
nan la respuesta celular. 

Los cambios en la (Ca**] intracelular son detecta- 
dos por proteínas de unión de Ca? que regulan un 
conjunto de enzimas dependientes de Ca**. La calmo- 
dulina (CaM; M, 17.000) es una proteína acídica con 
cuatro sitios de unión de Ca** de alta afinidad. Cuando 
la [Ca?*] intracelular alcanza valores de 10% m (lu mM), la 
unión del calcio a la calmodulina provoca un cambio de 
conformación en la proteína (Fig. 12-12a). La calmo- 
dulina se asocia con una gran variedad de proteínas y, 
en su estado unido al Ca**, modula sus actividades (Fig. 


TABLA 12-4 Algunas señales que actúan a través de la fosfolipasa C, 1P_ y Ca” 
Acetilcolina [muscarínico M_] 


Agonistas a -adrenérgicos Glutamato 
Angiogenina Hormona liberadora de g 
onadotropina (GRH) 
Angiotensina II Histamina [H] 
| ATF iP y P,, ] Luz (Drosophila) 
Auxina Oxitocina 


Péptido liberador de gastrina Factor de crecimiento derivado 


de plaquetas (PDGF) 
Serotonina [5-HT-1c] 
Hormona liberadora de Tirotropina (TRH) 


Vasopresina 


a 


Nota: Los subtipos de receptores están entre corchetes; véase la nota al pie de la Tabla 12-3. 
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RECUADRO 12-2 


METODOS 


| Las sondas fluorescentes se utilizan habitualmente 
| para detectar cambios bioquímicos rápidos en células 
vivas individuales. Se pueden diseñar para que den 
una información prácticamente instantánea (en nano- 
segundos) sobre los cambios en la concentración 
intracelular de un segundo mensajero o en la actividad 
| de una proteína quinasa. Además, la microscopia de 
fluorescencia tiene suficiente resolución para indicar 
en qué parte de la célula tienen lugar tales cambios. 
| En un procedimiento muy utilizado, las sondas fluo- 
rescentes son sustancias derivadas de una proteína 
fluorescente natural, la proteína fluorescente verde 
| (GFP) descrita en el Capítulo 9 (véase la Fig. 9-16), y 
| de variantes con diferentes espectros de fluorescen- 
cia, producidas mediante ingeniería genética u obteni- 
das a partir de diversos celentéreos marinos. Por 
ejemplo, en la proteína fluorescente amarilla (YFP), 
Ala” de GFP se reemplaza por un residuo Lys lo que 
hace variar la longitud de onda de absorción de la luz 
y la fluorescencia, Otras variantes de la GFP tienen 
| fluorescencia azul (BFP) o púrpura (CFP) mientras 
| que una proteína relacionada (mRFP1) da una fluores- 
| cencia roja (Fig. 1). GFP y sus variantes son estructu- 
ras compactas que retienen su capacidad de plegarse 
en su conformación nativa de barril 3 incluso fusiona- 
| das con otra proteína. Se están utilizando estas proteí- 
nas fluorescentes híbridas como reglas espectroscópi- 
| cas para medir distancias entre proteínas que interac- 
cionan dentro de una célula e, indirectamente, para 
| medir concentraciones locales de compuestos que 
| modifican la distancia entre dos proteínas. 
Una molécula fluorescente excitada, tal como GFP 
o YFP, puede utilizar la energía del fotón absorbido de 
dos maneras: (1) por fluorescencia, emitiendo un fotón 
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12-12b). La calmodulina es un miembro de una familia 
de proteínas que unen Ca** entre las que también se 
encuentra la troponina (véase la Fig. 5-32) que provoca 
la contracción del músculo esquelético como respuesta 
al aumento de la [Ca”*]. Esta familia comparte una 
característica de la estructura de fijación de Ca: la 
mano EF (Fig. 12-12c). 

La calmodulina es una subunidad integral de las 
proteína quinasas dependientes de Ca**/calmodu- 
lina (CaM quinasas tipos I a IV). Cuando la [Ca?-] 
intracelular aumenta en respuesta a un estímulo, la 


Bioquimica visualizada en una celula viva 


433 nit 433 
nm nm 
CFP YFP 
interacción 
proteína-proteína 
Proteínas híbridas 
obtenidas por 
ingeniería genética 


FIGURA 2 Cuando la proteína dadora (CFP) se excita con luz 
monocromática de longitud de onda 433 nm, emite luz fluorescente a 
476 nm (izquierda). Cuando la proteína (rojo) fusionada con CFP 
interacciona con la proteína fusionada con YFP (púrpura), esa interac- 
ción acerca lo suficiente CFP e YFP para que sea posible la transferen- 
cia de energía de resonancia fluorescente (FRET) entre ellas. Ahora 
bien, cuando CFP absorbe luz de 433 nm, en lugar de emitir fluores- 
cencia a 476 nm, transfiere la energía directamente a YFP que enton- 
ces emite fluorescencia a su longitud de onda de emisión caracterís- 
tica, 527 nm. La razón entre la emisión de luz a 527 y 476 nm es, por 
tanto, una medida de la interacción de la proteina roja y la púrpura. 


de longitud de onda ligeramente superior (menor ener- 
gía) que la de la luz excitante, o (2) por transferencia 
de energía de resonancia fluorescente (fluorescen- 
ce resonance energy transfer: FRET) no radiactiva, en 
la que la energía de la molécula excitada (el dador) pasa 
directamente a una molécula próxima (el aceptor) sin 
emisión de un fotón, excitando el aceptor (Fig. 2). El 
aceptor puede ahora decaer a su estado basal por fluo- 
rescencia; el fotón emitido tiene una longitud de onda 
mayor (menor energía) que la luz de excitación original 
y que la emisión de fluorescencia del dador. Este segun- 
do modo de decaimiento (FRET) sólo es posible cuan- 
do el dador y el aceptor están próximos (entre 1 y 50 
Å); la eficiencia de la FRET es inversamente proporcio- 
nal a la sexta potencia de la distancia entre el dador y 
el aceptor. Así, variaciones muy pequeñas en la distan- 
cia entre dador y aceptor se manifiestan como grandes 
variaciones de FRET, medida como la fluorescencia de 
la molécula aceptora cuando se excita el dador. Con 
detectores de luz suficientemente sensibles esta señal 
de fluorescencia puede localizarse en regiones específi- 
cas de una célula viva individual. 


calmodulina une Ca?**, experimenta un cambio en la 
conformación, y activa la CaM quinasa. La quinasa fos- 
forila entonces un grupo de enzimas diana, regulando 
sus actividades. La calmodulina es también una subuni- 
dad reguladora de la fosforilasa b quinasa de músculo, 
que se activa por Ca”. Así el Ca? desencadena las con- 
tracciones del músculo que requieren ATP mientras 
activa al mismo tiempo la degradación del glucógeno, lo 
que proporciona combustible para la síntesis de ATP. Se 
conocen otros muchos enzimas que también están 
modulados por Ca*™ a través de la calmodulina. (Tabla 


Se ha utilizado la FRET para medir la [CAMP] en 
células vivas. El gen de la GFP se fusiona con el de la 
subunidad reguladora (R) de la proteína quinasa 
dependiente de cAMP (PKA) mientras que el gen de 
la BFP se fusiona con el de la subunidad catalítica (C) 
(Fig. 3). Cuando se expresan estas dos proteínas 
híbridas en una célula, BFP (dador; excitación a 380 
nm; excitación a 460 nm) y GFP (aceptor; excitación 
a 475 nm; emisión a 545 nm) en la PKA inactiva 
(tetrámero R,C,) están suficientemente cerca para 
experimentar FRET. Dondequiera en la célula que 
aumente la [CAMP], el eomplejo R,C, se disocia en R, 
y 2C perdiéndose la señal FRET ya que dador y acep- 
tor están ahora demasiado alejados para que FRET 
sea eficiente. Vista al microscopio de fluorescencia, la 
región de [CAMP] más elevada tiene una señal de GFP 
mínima y una señal más elevada de BFP. La determi- 


Proteína quinasa dependiente de cAMP (PKA) 


(inactiva) 
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FIGURA 3 Determinación de la [CAMP] con FRET. La fusión génica 
crea proteínas híbridas que muestran FRET cuando tas subunidades 
reguladoras (R) y catalíticas (C) de la PKA están asociadas (baja 
[CAMPD. Cuando aumenta [CAMP], las subunidades se disocian por 
lo que cesa la FRET. La razón de la emisión a 460 nm (disociada) y 
545 nm (unidas) ofrece así una medida sensible de la [cAMP]. 
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nación de la razón de emisión a 460 nm y 545 nm da 
una medida sensible del cambio en la [CAMP]. Deter- 
minando esta razón en todas las regiones de la célula 
se puede generar una imagen de color falso de la 
célula en la que la razón, o [CAMP] relativa, se repre- 
senta por la intensidad del color. Imágenes registradas 
a intervalos de tiempo determinados ponen de mani- 
fiesto los cambios en la [CAMP] en función del tiempo. 

Se ha utilizado una variante de esta tecnología 
para medir la actividad de la PKA en una célula viva 
(Fig. 4). Se ha creado una diana de fosforilación para 
la PKA mediante la producción de una proteína híbri- 
da que contiene cuatro elementos: YFP (aceptor); un 
péptido corto con un residuo Ser rodeado por la 
secuencia consenso para la PKA; un dominio de unión 
de (+Ser (denominado 14-3-3) y CFP (dador). Cuan- 
do el residuo de Ser no está fosforilado, 14-3-3 no 
tiene afinidad por el residuo Ser por lo que la proteína 
híbrida se encuentra en la forma extendida, con el 


dador y el aceptor demasiado alejados para generar ` 
una señal FRET. En el lugar de la célula en el que la ; 


PKA es activa fosforila el residuo Ser de la proteína 
híbrida con lo que 14-3-3 se une a (+Ser. En esta 
operación YFP y CFP se acercan entre sí con lo que se 
detecta una señal FRET con el microscopio de fluo- 
rescencia que revela la presencia de PKA activa. 


433 476 433 
nm nm 


Secuencia consenso 
para la PKA 


CFP ATP ADP 
Ser Y rA 
PKA 
14-3-3 
(dominio de unión 


a fosfoserina) YFP 
FIGURA 4 Determinación de la actividad de la PKA con FRET. Una 
proteína obtenida por ingeniería genética une YFP y CFP a través de un 
péptida que contiene un residuo Ser rodeado por la secuencia consensa 
de fosforilación por la PKA, y el dominio 14-3-3 de unión a (P+Ser. La 
PKA activa fosforila el residuo Ser que se acopla con el dominio de 
unión 14-3-3 situando las proteínas fluorescentes suficientemente 
cerca para permitir la existencia de FRET que revela la presencia de 
PKA activa. 
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12-5). La actividad del segundo mensajero Ca”*, al igual 
que la del cAMP, puede estar restringida en el espacio; 
después de que su liberación provoque una respuesta 
local, se elimina el Ca? generalmente antes de que 
pueda difundir a partes distantes de la célula. 

Muy frecuentemente, la [Ca?*] no sólo sube y a con- 
tinuación decae sino que oscila en períodos de varios 
segundos (Fig. 12-13), incluso cuando la concentra- 
ción extracelular de la hormona desencadenante per- 
manece constante. En el mecanismo según el cual se 


producen las oscilaciones de la [Ca**] interviene proba- 
blemente una regulación por retroalimentación del Ca** 
sobre alguna parte del proceso de liberación de Ca”, 
Cualquiera que sea el mecanismo, el efecto es que una 
clase de señal (concentración de hormona, por ejem- 
plo) se convierte en otra (frecuencia y amplitud de 
“picos” de la (Ca**] intracelular). La señal de Ca™ dismi- 
nuye a medida que el Ca** difunde alejándose de la 
fuente inicial (el canal de Ca**), es secuestrado en el RE 
o se bombea fuera de la célula. 
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@ La hormona (H) se une 
a un receptor específico. 


Receptor 


O) El receptor ocupado 
provoca el 
intercambio GDP 
GDP-GTP enGaa. 


O Gaa unido a GTP, Ñ 
se desplaza hacia -i 
PLC y la activa, 


@ LaPLC activa corta PIP, 
Retículo dando IP, y diacilglicerol. 


endoplasmático 


O) IP; se une a un canal 
de Ca*tespecífico 
regulado por receptor 
liberando el Ca?+ 
secuestrado. 


Citosol 


O Diacilglicerol y Ca?* activan la 
proteína quinasa C en la 
superficie de la membrana 
plasmática. 


celulares por la proteína 
quinasa C produce alguna 


a la hormona. 


Hay un intercambio de mensajes significativo entre 
los sistemas de señalización por Ca” y por cAMP., En 
algunos tejidos, tanto el enzima que produce cAMP 
(adenilil ciclasa) como el que lo degrada (fosfodiestera- 
sa) son estimulados por Ca**. Los cambios temporales y 
espaciales de la [Ca**] pueden, por tanto, producir cam- 
bios transitorios y localizados en la [CAMP]. Ya hemos 
mencionado anteriormente que la PKA, el enzima que 
responde a cAMP, es a menudo parte de un complejo 
supramolecular muy localizado que se forma sobre pro- 
teínas armazón tales como las AKAP. Esta localización 
subcelular de los enzimas diana, combinada con los 
gradientes temporales y espaciales de la [Ca?**] y de 
[CAMP], permiten que la célula responda a una o varias 
señales con cambios metabólicos sutilmente acompasa- 
dos y localizados en el espacio y en el tiempo. 


RESUMEN 12.2 Receptores acoplados a proteínas G 
y segundos mensajeros 


M Los receptores acoplados a proteína G (GPCR) 
comparten un ordenamiento estructural común de siete 
hétices transmembrana y actúan a través de proteínas G 


Espacio extracelular 


Diacilglicerol 


\ 
Proteína N 
quinasa 


O La fosforilación de proteinas 


de las respuestas celulares 


FIGURA 12-11 Fosfolipasa C activada por hormona e IP, En el sis- 
tema del fosfatidilinositol sensible a hormona se producen dos segundos 
mensajeros intracelulares: inositol 1,4,5-trisfosfato (GP) y diacilglicerol se 
escinden a partir del fosfatidilinositol 4,5-bistostato. Ambos contribuyen 
a la activación de la proteína quinasa C. Al incrementar la [Ca**)] citosó- 
lica, IP, activa también otros enzimas dependientes de Ca?”; asi el Ca” 
actúa también como segundo mensajero. 
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homotriméricas. Al unir el ligando los GPCR catalizan el 
intercambio de GTP por GDP en la proteína G forzando 
la disociación de la subunidad G ; a continuación G, 
estimula o inhibe la actividad de un enzima efector, 
cambiando la concentración de su producto el segundo 
mensajero. 

Mi El receptor 8-adrenérgico, activa una proteína G 
estimuladora, G, que activa así la adenilil ciclasa y 
aumenta la concentración del segundo mensajero cAMP. 
El cAMP estimula la proteína quinasa dependiente de 
CAMP que fosforila enzimas clave cambiando sus acti- 
vidades. 

E Cascadas enzimáticas, en las que una única molécu- 
la de hormona activa un catalizador que, a su vez, activa 
otro catalizador y así sucesivamente, da como resultado 
una gran amplificación de la señal; esto es característico 
de los sistemas receptores de hormonas. 

E La concentración de AMP cíclico es reducida por la 
cAMP fosfodiesterasa y G, se hace inactivo por hidrólisis 
de su GTP unido a GDP actuando como un conmutador 
binario auto-limitante. 

Mi” Cuando persiste la señal de la adrenalina, la proteí- 
na quinasa específica del receptor f-adrenérgico y la 
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Dominio helicoidal de una proteína regulada 
por calmodulina 


FIGURA 12-12 Calmodulina. Ésta es la proteína que interviene en 
muchas reacciones enzimáticas estimuladas por Ca*. La calmodulina 
tiene cuatro sitios de unión de Ca?’ de elevada afinidad (K, alrededor de 
0,1 a 1 um). (a) Modelo de cintas de la estructura cristalina de la calmo- 
dutina (PDB iD 1CLL). Los cuatro sitios de unión de Ca™ están ocupados 
por Ca* (púrpura). El dominio amino-terminal está a la izquierda; el car- 
boxilo-terminal a la derecha. (b) La calmodulina asociada con un domi- 
nio helicoidal (rojo) de uno de los muchos enzimas que regula, la pro- 
teína quinasa ll dependiente de calmodulina {PDB ID 1CDL). Obsérvese 
que la larga hélice a central de la calmodulina visible en (a) se ha 
doblado sobre sí misma al unirse al dominio helicoidal del sustrato. La 
hélice central de la calmodulina es claramente más flexible en solución 
que en el cristal. (c) Cada uno de los cuatro sitios de unión de Ca?** se 
sitúa en un motivo hélice-lazo-hélice denominado mano EF que también 
se encuentra en otras muchas proteínas fijadoras de Ca”". [Fuentes: (a) 
PDB ID 1CLL, R. Chattopadhyaya et al., 4 Mol. Biol. 228:1177, 1992. (b, c) 
PDB iD ICDL, W.E. Meador et al., Science 257:1251, 1992.] 


TABLA 12-5 


Algunas proteinas reguladas 


por Ca” y calmodulina 


Adenilil ciclasa (cerebro) 
Proteína quinasas dependientes de Ca**/ calmodulina | 
(CaM quinasas l a IV) | 
Canal de Na* dependiente de Ca™ (Paramecium) 
Canal liberador de Ca” del retículo sarcoplasmático 
Calcineurina (fosfoproteína fosfatasa 2B) 

cAMP fosfodiesterasa 

Canal olfativo de entrada regulada por cAMP 


Canales de Na* y Ca* de entrada regulada por cGMP 
(bastones y conos) 


Glutamato descarboxilasa 

Qumasas de la cadena ligera de miosina 
NAD” quinasa 

Óxido nítrico sintasa | 


Fosfatidilinositol 3-quinasa | 
Ca” ATPasa (bomba de Ca**) de la membrana 
plasmática 
RNA helicasa 
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Parrestina desensibilizan temporalmente el receptor y 
provocan su transporte a vesículas intracelulares. 
Algunos receptores estimulan la adenilil ciclasa a 
través de G; otros la inhiben a través de G. Así la 
[cAMP] celular refleja el entrada coordinada de dos (o 
más) señales. 
E Proteínas adaptadoras no catalíticas tales como las 
AKAP mantienen juntas las proteínas que intervienen 
en un proceso de señalización, aumentando la eficiencia 
de sus interacciones y, en algunos casos, confinando el 
proceso a una localización subcelular específica. 
E Algunos GPCR actúan a través de una fosfolipasa C 
de la membrana plasmática que rompe el PIP, en diacil- 
glicerol e IP,. El IP, aumenta la [Ca”*] en el citosol gra- 
cias a la apertura de los canales de Ca? en el retículo 
endoplasmático. El Ca% junto con el diacilglicerol activa 
la proteína quinasa C que fosforila y cambia la actividad 
de proteínas celulares específicas. La [Ca?*-*] celular tam- 
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FIGURA 12-13 Desencadenamiento de oscilaciones en [Ca?*] intra- 
celular por señales extracelulares. (a) Se deja que un colorante (fura) 
cuya fluorescencia cambia cuando une Ca” difunda dentro de las célu- 
las, y su producción instantánea de luz es medida por microscopia de 
fluorescencia. La intensidad de fluorescencia se representa por el color; 
la escala de color relaciona intensidad de color con [Ca”*], lo que per- 
mite determinar la [Ca?”] absoluta. En este caso, los timocitos (células 
del timo) se han estimulado con ATP extracelular, que incrementa su 
[Ca?*] interna. Las células son heterogéneas en sus respuestas; algunas 
tienen una [Ca?**) intracelular elevada (rojo), otras mucho más baja 
(azul), (b) Cuando dicha sonda se usa en un nepatocito aislado, se 
observa que el agonista noradrenalina (añadido en la flecha) provoca 
oscilaciones de [Ca™] desde 200 a 500 nm. Oscilaciones similares son 
inducidas en otras tipos celulares por otras señales extracelulares. 
[Fuentes: (a) Cortesía de Michael D. Cahalan, Department of Physiology 
and Bioohysics, University of California, Irvine. (b) T.A. Rooney et al. 4 
Biol. Chem. 264:17,/131, 1989.] 


456  Bioseñalización 


bién regula (a menudo a través de la calmodulina) otros 
muchos enzimas y proteínas que intervienen en la 
secreción, reordenamientos del citoesqueleto o en la 
contracción. 


12.3 GPCR en la visión, el olfato 
y el gusto 


La detección de la luz, los olores, y los sabores (vista, 
olfato y gusto, respectivamente) en animales se lleva a 
cabo por neuronas sensoriales especializadas que utili- 
zan mecanismos de transducción de señal similares, en 
general, alos utilizados para detectar hormonas, neuro- 
transmisores, y factores de crecimiento. Una señal 
sensorial inicial se amplifica a gran escala gracias a 
mecanismos en los que mtervienen canales iónicos de 
entrada regulada y segundos mensajeros intracelula- 
res; el sistema se adapta a la estimulación continua 
mediante cambios en la sensibilidad a los estímulos 
(desensibilización); la entrada sensorial a partir de 
varios receptores se integra antes de que la señal final 
llegue al cerebro. 


El ojo de vertebrados utiliza mecanismos GPCR clásicos 


La transducción visual (Fig. 12-14) comienza cuando 
la luz incide sobre la rodopsina, un GPCR de la mem- 
brana del disco de los bastones del ojo de vertebrados. 
(Los bastones no detectan colores; los conos sí lo hacen 
(véase más adelante).) El pigmento que absorbe la luz 
(cromóforo) 11-cis-retinal está unido covalentemente a 
la opsina, el componente proteico de la rodopsina, que 
se encuentra cerca del centro de la bicapa de la mem- 
brana de disco. Cuando el componente retinal de la 
rodopsina absorbe un fotón (paso Q) ), la energía provo- 
ca un cambio fotoquímico; el 11-cis-retinal se convierte 
en todo-trans-retinal (véanse las Figs. 1-20b y 10-20). 
Este cambio en la estructura del cromóforo provoca 
cambios de conformación en la molécula de rodopsina, 
haciendo que mteraccione con su proteína G trimérica 
transducina, activándola. A continuación la rodopsina 
estimula el intercambio del GDP unido a la transducina 
por GTP procedente del citosol (Fig. 12-14, paso Y ), y 
la transducina activada estimula la proteína de membra- 
na fosfodiesterasa de GMP cíclico (cGMP PDE), elimi- 
nando una subunidad inhibidora (paso @). La cGMP 
PDE activada degrada el segundo mensajero 3' 5'-cGMP 
a 5'-GMP, disminuyendo la concentración de cGMP 
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convierte el Ti-cis- cataliza el recambio fostodiesterasa (PDE) [cGMP] por debajo del 
retinal en todo-trans- de GDP por GTP en la al unirse y eliminar su nivel necesario para 
retinal, activando transducina (T); subunidad inhibidora (1). mantener abiertos los Bastón 
a la rodopsina (Rh). luego se disocia en canales catiónicos. 
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Ca**: la membrana 
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FIGURA 12-14 Consecuencias moleculares de la absorción de foto- 
nes por la rodopsina en el segmento externo de los bastones. La mitad 
superior de la figura (etapas de la O) a la O) describe la excitación: la 


activa la guanilil ciclasa 
(GC) e inhibe la PDE; la 
[cGMP] incrementa 
hacia el nivel “oscuro”, 
reabriendo canales 
catiónicos y devolviendo 
Vm al nivel anterior al 
estímulo. 
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inferior, la recuperación y adaptación después de la iluminación; recupe- 
ración (etapas de la O) y @) y adaptación (etapas © y O)». 


(paso 6) ). Un canal de Na* o de Ca?” dependiente de 
cGMP de la membrana plasmática se cierra (paso 6) ), 
mientras que un antiportador Na*-Ca* activo continua 
bombeando Ca** hacia el exterior a través de la mem- 
brana plasmática (paso @), haciendo que el potencial 
transmembrana sea más negativo en el interior (es 
decir, hiperpolarizando el bastón). Este cambio eléctri- 
co pasa a través de una serie de células nerviosas espe- 
cializadas hacia la corteza visual del cerebro. 

Varios pasos en el proceso de la transducción visual 
dan lugar a una gran amplificación de la señal, Cada 
molécula de rodopsina excitada activa al menos 500 
moléculas de transducina, cada una de las cuales puede 
activar una molécula de cGMP PDE. Esta fosfodiestera- 
sa tiene un número de recambio notablemente elevado, 
de tal modo que cada molécula activada hidroliza 4.200 
moléculas de cGMP por segundo. La unión del cGMP a 
canales iónicos de compuerta regulada por cGMP es 
cooperativa, por lo que una variación relativamente 
pequeña de la [cGMP] da como resultado un gran cam- 
bio en la conductancia iónica. El resultado de estas 
amplificaciones es una sensibilidad exquisita a la luz. La 
absorción de un simple fotón, cierra 1.000 o más canales 
iónicos de Na* y Ca**, hiperpolarizando el potencial de 
membrana de la célula (V_) en aproximadamente 1mV. 

A medida que sus ojos se desplazan a lo largo de 
esta línea, las imágenes retinales de las primeras pala- 
bras desaparecen rápidamente, antes de que vea la 
siguiente serie de palabras. En este corto intervalo, ha 
tenido lugar una gran cantidad de bioquímica. Muy 
poco después de que cese la iluminación de los basto- 
nes o conos, se apaga el sistema fotosensor. La subuni- 
dad a de la transducina (T „ con el GTP unido) tiene 
una actividad GTPasa intrínseca. En unos milisegundos 
después de que disminuya la intensidad de la luz, se 
hidroliza el GTP y la T, se reasocia con la Toy La subu- 
nidad inhibidora de la PDE, que había estado unida a 
T „GTP, se libera y se reasocia con la PDE, inhibiendo 
fuertemente su actividad y desacelerando la degrada- 
ción de cGMP. 

Al mismo tiempo, un segundo factor que ayuda a 
terminar la respuesta a la luz es la reducción de la [Ca?*] 
intracelular que se produce como resultado del conti- 
nuo bombeo hacia el exterior de Ca™ a través del inter- 
cambiador Na*-Ca” (Fig. 12-14, paso @). Una elevada 
[Ca**] inhibe el enzima que sintetiza cGMP (guanilil 
ciclasa, paso $$ ), de modo que la producción de cGMP 
aumenta cuando disminuye la [Ca?**], llegando rápida- 
mente a los niveles anteriores al estímulo. 

En respuesta a una iluminación prolongada, la pro- 
pia rodopsina experimenta cambios que limitan la dura- 
ción de su actividad señalizadora. El cambio de confor- 
mación inducido por la absorción de la luz en la rodop- 
sina expone varios residuos Thr y Ser en el dominio 
carboxilo-terminal, que se fosforilan rápidamente gra- 
cias a la rodopsina quinasa (paso Y en la Fig. 12-39), 
que es funcional y estructuralmente homóloga a la qui- 
nasa P-adrenérgica (BARK) que desensibiliza el recep- 
tor P-adrenérgico. El dominio carboxilo-terminal fosfo- 
rilado de la rodopsina se une a la proteína arrestina 1, 
impidiendo que continúe la interacción entre la rodop- 
sina activada y la transducina. La arrestina 1 es homólo- 
ga cercana de la arrestina 2 (barr) del sistema P-adre- 
nérgico. En una escala de tiempo mucho más larga 
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((paso Y ), el todo-trans-retinal unido a una molécula 
de rodopsina excitada es eliminado y reemplazado por 
11-cis-retinal, dejando la rodopsina lista para la detec- 
ción de otro fotón. 

La visión en color utiliza una ruta de transducción 
sensorial en los conos que es esencialmente idéntica a 
la descrita para los bastones pero que es desencadena- 
da por receptores luminosos ligeramente diferentes. 
Existen tres tipos de conos especializados en la detec- 
ción de la luz de diferentes regiones del espectro, que 
utilizan tres proteínas fotorreceptoras relacionadas 
(opsinas). Cada cono expresa sólo una clase de opsina, 
pero cada tipo está estrechamente relacionado con la 
rodopsina en tamaño, secuencia de aminoácidos y, 
seguramente, en estructura tridimensional. Las diferen- 
cias entre las opsinas son, sin embargo, lo suficiente- 
mente grandes para situar el cromóforo, 11-cis-retinal, 
en tres ambientes ligeramente diferentes, con el resul- 
tado de que los tres fotorreceptores tienen diferentes 
espectros de absorción (Fig. 12-15). Nosotros discri- 
minamos los colores y las tonalidades gracias a la inte- 
gración de las señales de entrada de los tres tipos de 
conos, cada uno de los cuales contiene uno de los tres 
fotorreceptores. 

La ceguera para los colores, tal como la incapaci- 

dad de distinguir el rojo del verde, es un rasgo 
hereditario bastante común en humanos. Los tipos dife- 
rentes de ceguera para los colores son el resultado de 
diferentes mutaciones de las opsinas. Una forma es 
debida a la pérdida del fotorreceptor rojo; los individuos 
afectados se conocen como dicromáticos rojos” (sólo 
pueden ver dos colores primarios). Otros carecen del 
pigmento verde y son dicromáticos verdes”, En algu- 
nos casos, los fotorreceptores rojo y verde están presen- 
tes pero tienen la secuencia de aminoácidos cambiada 
lo que provoca un cambo en su espectro de absorción y, 
en consecuencia, una visión con color anormal. Según 
sea el pigmento alterado, tales individuos se denominan 
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FIGURA 12-15 Espectro de absorción de rodopsina purificada y de 
los receptores rojo, verde y azul de los conos. El espectro, obtenido de 
conos individuales aislados de cadáveres, presenta picos alrededor de 
420, 530 y 560 nm, mientras que el máximo de absorción para la 
rodopsina está sobre unos 500 nm. Como referencia, el espectro visible 
para los humanos está entre unos 380 y 750 nm. [Fuente: Datos proce- 
dentes de J. Nathans, Sci. Am. 260 (Febrero):42, 1989.] 
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tricromáticos anómalos rojos o tricromáticos anó- 
malos verdes. El examen de los genes de los recepto- 
res visuales ha permitido el diagnóstico de ceguera para 
el color en un “paciente” famoso ¡más de un siglo des- 
pués de su muerte! (Recuadro 12-3). E 


El olfato y el gusto en vertebrados utilizan mecanismos 
similares al sistema visual 


Las células sensoriales utilizadas para detectar olores y 
sabores tienen mucho en común con el sistema receptor 
visual. La unión de una molécula olorosa a su GPCR 
induce un cambio en la conformación del receptor, acti- 
vando una proteína G, G,,, análoga a la transducina i a 
la G, del sistema P-adrenérgico. La G „activada activa la 
adenilil ciclasa, elevando la [cAMP] local. Los canales de 
compuerta de Nat y Ca* regulados por cAMP de la 
membrana plasmática se abren, y el flujo hacia el inte- 
rior de Na* y Ca* produce una pequeña despolarización 


llamada potencial de receptor. Si se unen suficientes 


moléculas olorosas a receptores, el potencial de recep- 
tor es lo suficientemente fuerte como para hacer que la 
neurona dispare un potencial de acción. Esto se trasla- 
da al cerebro en varios pasos y se registra como un olor 
específico. Todos estos acontecimientos tienen lugar en 
100 a 200 ms. Cuando el estímulo olfativo ya no está 
presente la maquinaria de transducción se autoanula de 
diversas maneras. Una cAMP fosfodiesterasa devuelve 
la [CAMP] a los niveles preestímulo. G,, hidroliza su GTP 
unido a GDP, inactivándose a sí misma. La fosforilación 
del receptor por una quinasa específica impide su inte- 
racción con G,, mediante un mecanismo análogo al 
usado para desensibilizar el receptor 4-adrenérgico y la 
rodopsina. Algunas sustancias olorosas son detectadas 
por un mecanismo que hemos visto en otras transduc- 
ciones de señal: activación de una fosfolipasa y produc- 
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ción de IP,, que conlleva un aumento de la [Ca”*] intra- 
celular. 

El sentido del gusto en los vertebrados refleja la 
actividad de neuronas gustativas agrupadas en las papi- 
las gustativas de la superficie de la lengua. Por ejemplo, 
las moléculas de sabor dulce son las que se unen a 
receptores de las papillas gustativas “dulces”. En las 
neuronas sensoriales del gusto, los GPCR están acopla- 
dos a la proteína G heterotrimérica gustducina. Cuan- 
do la molécula saborizante se une al receptor, la gustdu- 
cina se activa y estimula la producción de cAMP a cargo 
de la adenilil ciclasa. El aumento resultante de la 
[CAMP] activa la PKA que fosforila canales de K* de la 
membrana plasmática, cerrándolos, y enviando una 
señal eléctrica al cerebro. Otras papilas gustativas espe- 
cializadas en la detección del sabor amargo, agrio, sala- 
do o umami utilizan diversas combinaciones de segun- 
dos mensajeros y de canales iónicos en los mecanismos 
de transducción. 


Todos los sistemas GPCR comparten características 
universales 


Hemos visto varios sistemas de señalización (hormonal, 
vista, olfato y gusto) en los que los receptores de mem- 
brana están acoplados a través de proteínas G a enzimas 
que generan segundos mensajeros. Tal como hemos 
sugerido, los mecanismos de señalización deben haber 
surgido en los comienzos de la evolución; estudios genó- 
micos muestran la presencia de centenares de genes 
que codifican GPCR, en vertebrados, artrópodos (Dro- 
sophila y mosquito) y en el gusano Caenorhabditis 
elegans. Incluso la levadura de panificación común 
Saccharomyces utiliza GPCR y proteínas G para detec- 
tar el tipo opuesto para el apareamiento. Los patrones 
generales se han conservado, mientras que la introduc- 


Daltonismo: Experimento de John Dalton 


desde la tumba 


| El químico John Dalton (famoso por la teoría atómi- 
ca) tenía ceguera para los colores (daltonismo). 
Pensó que probablemente el humor vítreo de sus ojos 
| (el fluido que llena el globo ocular detrás del cristali- 
no) estaba teñido de azul, a diferencia de la falta de 
color encontrada en los ojos normales. Propuso que 
después de su muerte, sus ojos fueran diseccionados 
| y se determinara el color del humor vítreo. Su deseo 
fue satisfecho; el día después de su muerte en julio de 
|! 1844, Joseph Ransome diseccionó sus ojos y encontró 
| | que el humor vítreo era absolutamente incoloro. Ran- 
| | some, como muchos científicos, se mostró reticente a 
| tirar las muestras. Colocó los ojos de Dalton en un 
recipiente con conservante (Fig. 1), donde permane- 
` cieron durante un siglo y medio. 
| | A mediados de la década de 1990, biólogos mole- 
i culares en Inglaterra tomaron pequeñas muestras de 
| las retinas de Dalton y extrajeron su DNA, Usando las 
secuencias gémcas conocidas de las opsinas de los 
| receptores rojo y verde, amplificaron las secuencias 
| pertinentes (usando técnicas descritas en el capítulo 


FIGURA 1: Ojos de Dalton. [Fuente: Professor J.D. Mollon, Depart- 
ment of Experimental Psychology, Cambridge University. ] 


9) y determinaron que Dalton tenía el gen de la opsi- 
na para el fotopigmento rojo pero carecía del gen de 
la opsina para el fotopigmento verde. Dalton era un 
dicromático verde”. De este modo, ciento cincuenta 
años después de su muerte, concluyó finalmente el 
experimento que comenzó Dalton con una hipótesis 
sobre la causa de su ceguera para los colores. 


ción de variaciones ha proporcionado a los organismos 
modernos la capacidad de respuesta a una amplia gama 
de estímulos (Tabla 12-6). De los aproximadamente 
20.000 genes del genoma humano, unos 1.000 codifican 
GPCR, incluidos centenares para estímulos olfativos y 
muchos receptores huérfanos de los que no se conocen 
aún sus ligandos naturales. 

Todos los sistemas de transducción de señal bien 
estudiados que actúan a través de proteínas G heterotri- 
méricas comparten algunas características comunes 
que reflejan su relación evolutiva (Fig. 12-16). Los 
receptores tienen siete segmentos transmembrana, un 
dominio (generalmente el bucle entre las hélices 6 y 7) 
que interacciona con una proteína G, y un dominio cito- 
plasmático en el extremo carboxilo-terminal que expe- 
rimenta la fosforilación reversible de varios residuos 
Ser o Thr. El sitio de unión del ligando (o, en el caso de 
los receptores de la luz, el receptor luminoso) está 
sepultado en lo profundo de la membrana y contiene 
residuos de varios segmentos transmembrana. La unión 
del ligando (o de la luz) induce un cambio de conforma- 
ción en el receptor, exponiendo un dominio que puede 
interaccionar con una proteína G. Las proteínas G hete- 
rotriméricas activan o inhiben los enzimas efectores 
(adenilil ciclasa, PDE, o PLC), que cambian la concen- 
tración de un segundo mensajero (CAMP, cGMP, IP, o 
Ca*). En los sistemas de detección de hormonas, el 
resultado fmal es una proteína quinasa activada que 
regula algunos procesos celulares gracias a la fosforila- 
ción de una proteína básica en este proceso. En las 
neuronas sensoriales, el resultado es un cambio en el 
potencial de membrana y la consiguiente señal eléctrica 
que pasa de una neurona a otra en la ruta que conecta 
las células sensoriales con el cerebro. 

Todos estos sistemas se autoinactivan. El GTP 
unido se convierte en GDP por la actividad GTPasa 
imtrínseca de las proteínas G, a menudo aumentada por 
proteínas que activan la GTPasa (GAP) o proteínas RGS 
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FIGURA 12-16 Caracteristicas comunes de los sistemas de señaliza- 
ción que detectan hormonas, luz, olores y gustos. Los GPCR proporcio- 
nan especificidad de señal y su interacción con proteinas G produce la 
amplificación de la señal. Las proteínas G heterotriméricas activan enzi- 
mas efectores; la adenilil ciclasa (AC), la fosfolipasa C (PLC), y fosfo- 
diesterasas (PDE) que degradan cAMP o cGMP. Los cambios en las 
concentraciones de los segundos mensajeros (CAMP, cGMP) provocan 
alteraciones en las actividades enzimáticas por fosforilación o alteracio- 
nes en la permeabilidad (P) a Ca”, Na* y K* de las superficies de la 
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TABLA 12-6 


Algunas señales que actuan 


a través de GPCR 


459 


VICGMP] 


` Aminas Tachiquinina | 
: Acetilcolina Hormona liberadora 
(muscarínico) de tirotropina | 
| Dopamina Urotensina lI | 
Darin Hormona estimuladora 
? del folículo | 
Péptidos Gonadotropina 
Angiotensina Lutropina-hormona | 
| Bombesina coriogonadotrópica | 
| Bradiquinina Tirotropina 
Quimioquina 
Colecistoquinina (CCK) Ci 
i ostaciclina 
Endotelina Pr : 
. ostaglandina 
| Hormona liberadora Denied 
de la gonadotropina 
Interleucina-8 Otros 
Melanocortina Cannabinoides 
Neuropéptido Y Lisoesfingolípidos 
Neurotensina Melatonina 
| Opioides Estímulos olfativos | 
| Orexina Rodopsina 
| Somatostatina 


(regulators of G-protein signaling; reguladores de la 
señal de proteínas G véase la Fig. 12-5 y el Recuadro 
12-1, Fig. 4). En algunos casos, los enzimas efectores . 
que son las dianas de la modulación por proteínas G 
también sirven como GAP. El mecanismo de desensibi- 
lización en el que se fosforila la región carboxilo-termú- 
nal seguida de la unión de arrestina es frecuente y 
podría ser, incluso, universal. 

Cada uno de los 1.000 GPCR de vertebrados se 
expresa selectivamente, en ciertas líneas celulares o 
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membrana. La despolarización o hiperpolarización resultante de la cétuta 
sensorial (la señal) se pasa a través de neuronas de enlace a los centros 
sensoriales del cerebro. En los casos mejor estudiados, la desensibiliza- 
ción incluye la fosforilación del receptor y la unión de una proteina 
(arrestina) que interrumpe las interacciones receptor-proteína G. (La vía 
de detección de la partícula olorosa mediante producción de 1P3 e incre- 
mento de la [Ca”*], mencionada en el texto, no se muestra aqui.) YR 
representa el receptor de la vasopresina; &-AR es el receptor 4-adrenér- 
gico; Rh, rodopsina; OR receptor olfativo; SR, receptor de gusto dulce. 
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bajo ciertas condiciones. En conjunto, permiten que las 
células y los tejidos respondan a un amplia gama de 
estímulos, entre los que se cuentan varias aminas de 
bajo peso molecular, péptidos, proteínas, eicosanoides y 
otros lípidos, así como también la luz y otros compues- 
tos detectados por el olfato y el gusto. La determinación 
de varias estructuras de GPCR mediante cristalografía 
(Fig. 12-17), incluyendo el receptor $-adrenérgico y el 
receptor de histamina, ha estimulado un gran interés 
tanto en los mecanismos de transducción como en las 
posibilidades de alterar la actividad de los receptores 
mediante fármacos. Esos dos receptores son las dianas 
de una variedad de medicamentos de amplio uso como 
beta-bloqueantes y antihistamínicos, respetivamente. 
Las similitudes estructurales entre GPCR van más allá 
del patrón común de las siete hélices transmembrana; 
como muestra la Figura 12-17, la estructuras de cinco 
GPCR diferentes son prácticamente superponibles. 
Queda claro que alguna característica de esta estructu- 
ra tridimensional hace que sea efectiva como transduc- 
tora de muchas y muy distintas señales. 


RESUMEN 12.3 GPCR en la visión, el olfato y el gusto 


MM La vista, el olfato y el gusto en vertebrados emplea 
GPCR, que actúan a través de proteínas G heterotrimé- 
ricas que cambian el V_ de las neuronas sensoriales, 

E En los bastones y conos de la retina, la luz activa la 
rodopsina, que activa la proteína G transducina. La 
subunidad a liberada de la transducina activa una cGMP 
fosfodiesterasa, que disminuye la [cGMP] y cierra así los 
canales iónicos dependientes de cGMP de los segmen- 
tos externos de las neuronas. La hiperpolarización 
resultante en los bastones y conos transmite la señal a 
la siguiente neurona de la ruta y, finalmente, al cerebro. 
E En las neuronas olfativas, los estímulos olfativos, 
que actúan a través de GPCR y proteínas G, desencade- 
nan un incremento de la [cAMP] (por activación de la 
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FIGURA 12-17 El receptor S-adrenérgico y otros GPCR. (a) El recep- 
tor b,-adrenérgico con su agonista adrenalina, mostrado en amarillo, en 
el lugar de unión de ligandos. (b) El receptor opiáceo y, diana de la mor- 
fina y de la codeína, con un análogo de la morfina en el sitio de unión de 
ligando. (e) El receptor H1 de histamina con el fármaco doxepina unido. 
(d) Cinco estructuras de GPCR superimpuestas que muestran la notable 
conservación de la estructura. Se muestran el receptor de adenosina 
AZA humano (naranja); el receptor b-adrenérgico de pavo (azul); el 
receptor b,-adrenérgico humano (verde), la rodopsina de calamar (ama- 
rillo); y la rodopsina bovina (rojo). [Fuentes: (a) PDB ID 3SN6, S.G.F. 
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adenilil ciclasa) o un aumento en la [Ca*] (por activa- 
ción de la PLC). Estos segundos mensajeros actúan 
sobre los canales iónicos y así sobre V 

MM Las neuronas gustativas tienen GPCR que respon- 
den a los saborizantes alterando la [(cAMP] que, a su vez, 
modifica el V, mediante canales iónicos regulados. 
Existe un alto grado de conservación de las proteínas de 
señalización y de los mecanismos de transducción a 
través de los sistemas de señalización y a través de las 
especies. 


12.4 Receptores tirosina quinasas 


Los receptores tirosina quinasas (RTK), una familia 
de receptores de la membrana plasmática con actividad 
proteína quinasa mtrínseca, transducen señales extra- 
celulares mediante un mecanismo fundamentalmente 
diferente al de los GPCR. Los RTK tienen un dominio de 
unión a ligando en la cara extracelular de la membrana 
plasmática y un sitio activo enzimático en el lado cito- 
plasmático, con los dos dominios conectados por un 
único segmento transmembrana. El dominio citoplas- 
mático es una proteína quinasa que fosforila residuos 
Tyr (una Tyr quinasa) de proteínas diana específicas. 
Los receptores de insulina y del factor de crecimiento 
epidérmico son prototipos de las aproximadamente 60 
RTK en humanos. 


La estimulación del receptor de insulina inicia 
una cascada de reacciones de fosforilación de proteínas 


La insulina regula tanto enzimas metabólicos como la 
expresión génica. La insulina no penetra en las células 
pero inicia una señal que discurre por un camino rami- 
ficado desde el receptor de la membrana plasmática a 
enzimas sensibles a la insulina en el citosol y al núcleo, 
donde estimula la transcripción de genes específicos. La 
proteína del receptor de insulina activo (INSR) consiste 
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Rasmussen et al., Nature 477:549, 2011. (b) PDB ID 4DKL, A. Manglik et 
al, Nature 485:321, 2012. (c) PDB ID 3RZE, T. Shimamura et al., Nature 
475:65, 201. (d) Receptor humano de adenosina 42A: PDB ID 3EML, 
V.P. Jaakoila et al., Science 322:1211, 2008; receptor b-adrenérgico de 
pavo: PDB |D 2VT4, A. Warne et al, Nature 454:486, 2008; receptor 
b,-adrenérgico humano: PD8 ID 2RH1, V. Cherezov et al, Science 
318:1258, 2007; rodopsina de calamar. PDB iD 27273, M. Murakami y T. 
Kouyama, Nature 453:363, 2008; rodopsina bovina: PDB ID 1U19, T- 
Okada et al., ]. Mol. Biol. 342.571, 2004.] 
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El bucle de activación bloquea el sitio 
de unión del sustrato. 


en dos subunidades œ idénticas que sobresalen de la 
cara externa de la membrana plasmática y dos subuni- 
dades 4 transmembrana con su extremo carboxilo 
sobresaliendo dentro del citosol (un dímero de monó- 
meros aĝ) (Fig. 12-18). Las subunidades a contienen 
el dominio de unión a insulina, y los dominios intracelu- 
lares de las subunidades Ø contienen la actividad proteí- 
na quinasa que transfiere un grupo fosforilo desde el 
ATP al grupo hidroxilo de residuos Tyr en proteínas 
diana específicas. La señalización a través de INSR 
empieza cuando la unión de una molécula de insulina 
entre las dos subunidades del dímero activa la actividad 
Tyr quinasa y cada subunidad £ fosforila tres residuos 
Tyr críticos cerca del extremo carboxilo de la otra subu- 
nidad 8. Esta autofosforilación abre el sitio activo, 
permitiendo que el enzima fosforile residuos Tyr de 
otras proteínas diana. El mecanismo de activación de la 
proteína quinasa del INSR es similar al descrito para la 
PKA y la PKC: una región del dominio citoplasmático 
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FIGURA 12-18 Activación de la Tyr quinasa del receptor de insulina 
por autofosforilación. (a) La región de unión de la insulina del receptor 
de insulina se encuentra en el exterior de la célula y comprende (b) dos 
subunidades a y las porciones extracelulares de las dos subunidades ĝ, 
entrelazadas para formar el sitio de unión de la insulina (se muestra 
como un modelo de contorno de superficie de la estructura cristalina). 
(No se ha resuelto aún por cristalogratía la estructura del dominio trans- 
membrana). La unión de la insulina se comunica a través de la hélice 
sencilla transmembrana de cada subunidad £8 a los dos dominios Tyr qui- 
nasa en el interior de la célula activándolos para que se tosforilen el uno 
al otro en tres residuos Tyr. (c) En la forma inactiva del dominio Tyr qui- 
nasa (antes de la fosforilación de las Tyr), el bucle de activación (verde) 
se sitúa en el sitio activo y ninguno de los residuos Tyr críticos (blanco y 
estructuras de varillas y bolas rojas) está fosforilado. Esta conformación 
está estabilizada por puentes de hidrógeno entre Tyr"® y Asp"*. (d) La 
activación de la Tyr quinasa permite que cada subunidad 8 fosforile tres 
residuos Tyr (Tyrs, Ty TyrTe3) de la otra subunidad Ø. (Los grupos 
tosforilo se muestran en rojo y naranja. La introducción de tres residuos 
(B)-Tyr muy cargados tiene fuerza un cambio de 30 Á en la posición del 
bucle de activación, alejándose del sitio de unión de sustrato, que queda 
asequible para unir y fosforilar una proteína diana. [Fuentes: (b) Recep- 
tor de insulina: derivado de PDB ID 2DTG, N.M. McKern et al., Nature 
443:218, 2006, insulina: PDB ID 2CEU, J.L. Whittingham et al, Acta 
Crystallogr. D Biol. Crystallogr. 62:505, 2006. (c) PDB ID 11RK, S.R. Hub- 
bard et al, Nature 372:746, 1994 (d) PDB ID 1UR3, S.R. Hubbard et al., 
EMBO J. 16:5572, 1997.) 


Dominio tirosina quinasa 
activo (triptemente fosforilado) 


Ei bucte de activación triplemente fosforitado se 
desplaza dejando espacio para la proteína diana 
en el sitio de unión de sustrato. 


(una secuencia autoinhibidora) que tapa normalmente 
el sitio activo se desplaza, después de ser fosforilada, 
fuera del sitio activo, abriendo el sitio para la unión de 
proteínas diana (Fig. 12-18). 

Cuando INSR se autofosforila (Fig. 12-19, paso 
0) ) y se convierte en una Tyr quinasa activa, una de sus 
proteínas diana es el sustrato-1del receptor de insulina 
(IRS-1 paso Y). Una vez fosforilado en varios de sus 
residuos Tyr, IRS-1 pasa a ser el punto de nucleación de 
un complejo de proteínas (paso @) que transportan el 
mensaje desde el receptor de insulina a dianas finales 
en el citosol y el núcleo, a través de una larga serie de 
proteínas intermediarias. Primero, un residuo (+ Tyr de 
IRS-1 se une al dominio SH2 de la proteína Grb2. (SH2 
es una abreviación de Sre homology 2, así llamado por- 
que la secuencia de un dominio SH2 es similar a un 
dominio de otra proteína Tyr quinasa llamada Src). 
Muchas proteínas de señalización contienen dominios 
SH2, todos los cuales unen residuos (¿+ Tyr de otra pro- 
teína. Grb2 (growth factor receptor bound protein 2, 
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O) El receptor de insulina se une 
a insulina y experimenta 
autofosforilación en sus residuos 
Tyr carboxilo-terminales. 


6) El receptor de insulina 
fosforila IRS-1 en sus 
e residuos Tyr. 


(0) El dominio $H2 de Grb2 se 

i une a la(P+Tyr de IRS-1. Sos 
se une a Grb2 y luego a Ras, 
provocando ta liberación de 
GDP y la unión de GTP a 
Ras. 


O Ras activado se une y 
activa Raf-1. 


FIGURA 12-19 Regulación de la expresión 
génica por insulina a través de una cascada MAP 
quinasa. El receptor de insulina (INSR) consiste en 
dos subunidades « en la cara externa de la mem- 
brana plasmática y dos subunidades 3 que atravie- 
san la membrana y sobresalen de la cara citosólica 
La unión de insulina a las subunidades e provoca 
un cambio de conformación que permite la auto- 
fosforilación de residuos Tyr en el dominio carboxi- 
lo-terminal de las subunidades $. La autofosforila- 
ción activa además el dominio Tyr quinasa, que 
cataliza entonces la fosforilación de otras proteínas 
diana. La vía de señalización por la que la insulina 
regula la expresión de genes específicos consiste 
en una cascada de proteína quinasas, cada una de 
las cuales activa la siguiente. El INSR es una Tyr 
quinasa específica; las otras guinasas (todas ellas 


O) ERK se mueve hacia 
dentro del núcleo y 
fosforila factores 
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nucleares tales como 
Elki, activándolos. 
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proteína 2 unida al receptor de factor de crecimiento) 
es una proteína adaptadora sin actividad enzimática 
intrínseca. Su función es poner en contacto dos proteí- 
nas (en este caso IRS-1 y la proteína Sos) que han de 
interaccionar para permitir la transducción de señal. 
Además de su dominio SH2 (de unión a @-Tyr) Grb2 
también contiene un segundo dominio de unión de pro- 
teína, SH3, que se une a una región rica en prolinas de 
Sos y recluta Sos al complejo proteico en formación. 
Cuando se une a Grb2, Sos actúa como factor de inter- 
cambio de nucleótidos de guanosina (GEF) catalizando 
la sustitución del GDP unido por GTP en Ras, una pro- 
teína G. 

Ras es el prototipo de una familia de pequeñas 
proteínas G que intervienen en una amplía variedad de 
transducciones de señal (véase el Recuadro 12-1). Al 
igual que la proteína G trimérica que funciona con el 
sistema B-adrenérgico (Fig. 12-5), Ras puede existir en 
la conformación con GTP unido (activa) o GDP unido 
(inactiva), pero Ras (-20 kDa) actúa en forma monomé- 
rica. Cuando se une GTP, Ras puede activar una proteí- 
na quinasa, Raf-1 (Fig. 12-19, paso Y), la primera de 
tres proteína quinasas (Raf-1, MEK, y ERK) que forman 
una cascada en la que cada quinasa activa la siguiente 
por fosforilación (paso @). Las proteína quinasas MEK 
y ERK se activan por fosforilación de un residuo Thr y 
otro Tyr. Cuando se activa, ERK interviene en algunos 


O) Raf-1 fosforila MEK en 
dos residuos Ser, 
activándola. MEK 
fosforila ERK en un 
residuo Thr y uno Tyr, 
activándola. 


mostradas en azul) fosforilan residuos Ser o Thr, 
MEK es una quinasa de especificidad doble, que 
fosforila tanto residuos Thr como Tyr em ERK 
(extracellular regulated kinase: quinasa regulada 
extracelularmente); MEK es quinasa activadora de 
ERK activada por mitógeno; SRF es el factor de res- 
puesta sérico. 


de los efectos biológicos de la insulina al entrar en el 
núcleo y fosforilar factores de transcripción tales como 
Elk1 (paso @), que modula la transcripción de unos 100 
genes regulados por insulina (paso @), algunos de los 
cuales codifican proteínas esenciales para la división 
celular. De este modo la insulina actúa como factor de 
crecimiento. 

Las proteínas Raf-1, MEK y ERK son miembros de 
tres grandes familias, para las que se utilizan varias 
nomenclaturas. ERK es un miembro de la familia MAPK 
(proteínas quinasa activadas por mitógeno; los mitóge- 
nos son señales extracelulares que inducen la mitosis y 
la división celular). Poco después del descubrimiento del 
primer enzima MAPK, se encontró que este enzima era 
activado por otra proteína quinasa, a la que se denominó 
MAP quinasa quinasa (MEK pertenece a esta familia), 
cuando se descubrió una tercera quinasa que activaba la 
MAP quinasa quinasa se le dio el nombre más bien ridí- 
culo de MAP quinasa quinasa quinasa (Raf-1 es un 
miembro de esta familia). Ligeramente menos incómo- 
dos son los acrónimos de estas tres familias, MAPK, 
MAPKK, MAPKKK. Las quinasas de las familias MAPK y 
MAPKKK son específicas para residuos Ser o Thr, mien- 
tras que las MAPKK (aquí, MEK) fosforilan un residuo 
Ser y otro Tyr de su sustrato, una MAPK (aquí, ERK). 

Los bioquímicos reconocen ahora esta vía de la 
insulina sólo como un ejemplo de un esquema más 
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E) IRS-), fosforilado por el 
receptor de insulina, 
activa PI3K al unirse 
a su dominio SH2. 
PI3K convierte PIP, en 
PIP. 


@ LaPKB unida a PIP} es 
tosforilada por PDK1 (no 
se muestra). Activada de 
este modo, PKB fosforila 
GSK3 en un residuo Ser, 
inactivándola. 


O Glucosa 


O) LaPKB estimula el movimiento 
del transportador de glucosa 
GLUTA desde las vesículas 
membranosas internas a la 
membrana plasmática, 
incrementando la captación de 
glucosa. 


FIGURA 12-20 Acción de la insulina sobre la síntesis de glucógeno y el desplazamiento de GLUTA4 a la membrana 
plasmática. La activación de la PI3 quinasa (PI3K) por IRS-1 fosforilado (a través de la proteína quinasa 3 (PKB), desplaza- 
miento del transportador de glucosa GLUT4 a la membrana plasmática y activación de la glucógeno sintasa. 


general en el que las señales hormonales, a través de 
vías similares a la que se muestra en la Figura 12-19, 
provocan un cambio en la fosforilación de enzimas diana 
por proteína quinasas o por fosfoproteína fosfatasas. La 
diana de fosforilación es, a menudo, otra proteína quina- 
sa, que fosforila entonces una tercera proteína quinasa 
y así sucesivamente. El resultado es una cascada de 
reacciones que amplifica la señal inicial en muchos 
órdenes de magnitud (véase la Fig. 12-1b). Las casca- 
das MAPK (Figura 12-19) intervienen en la señaliza- 
ción iniciada por diversos factores de crecimiento, tales 
como el factor de crecimiento derivado de plaquetas 
(PDGF) y el factor de crecimiento epidérmico (EGF). 
Otro esquema general, representado por la ruta del 
receptor de insulina, es la utilización de proteínas adap- 
tadoras no enzimáticas para poner en contacto los com- 
ponentes de una ruta de señalización ramificada, que 
ahora comentaremos. 


El fosfolipido de membrana PIP, actúa en una rama 
de la señalización de la insulina 


La ruta de señalización de la insulina se ramifica en 
IRS-1 (Fig. 12-19, paso Y). Grb2 no es la única proteí- 
na que se asocia con IRS-1 fosforilado. El enzima fosfoi- 
nositol 3-quinasa (PI3K) se une a IRS-1 a través del 
dominio SH2 de PI3K (Fig. 12-20). Activada de esta 
manera, PISK convierte el lípido de membrana fosfatidi- 
linositol 4,5-bisfosfato (PIP,) en fosfatidilinositol 
3,4,5-trisfosfato (PIP,) mediante la transferencia de un 
grupo fosforilo del ATP. El grupo de cabeza con múlti- 
ples cargas (negativas) del PIP,, que sobresale en el 


lado citoplasmático de la membrana plasmática, es el 
punto de inicio de una segunda rama de señalización en 
la que interviene otra cascada de proteína quinasas. 
Cuando está unida a PIP,, la proteína quinasa B (PKB; 
también llamada Akt) es fosforilada y activada todavía 
por aun otra proteína quinasa, PDK1. La PKB activada 
fosforila entonces residuos Ser o Thr de sus proteínas 
diana, una de las cuales es la glucógeno sintasa quinasa 
3 (GSK3). En su forma activa no fosforilada, GSK3 fos- 
forila la glucógeno sintasa, inactivándola y, de este 
modo, contribuyendo así a la disminución de la síntesis 
de glucógeno. (Este mecanismo es sólo una parte de la 
explicación de los efectos de la insulina sobre el meta- 
bolismo del glucógeno; véase la Fig. 15-42). Cuando es 
fosforilada por PKB, la GSK3 se inactiva. Al impedir de 
esta manera la inactivación de la glucógeno sintasa en 
hígado y músculo, la cascada de fosforilaciones de pro- 
teínas iniciada por la insulina estimula la síntesis de 
glucógeno (Fig. 12-20). En una tercera vía de señaliza- 
ción en el músculo y en el tejido adiposo, la PKB provo- 
ca, con participación de la clatrina, el movimiento de los 
transportadores de glucosa (GLUT4) desde vesículas 
intracelulares a la membrana plasmática, estimulando la 
captación de glucosa desde la sangre (Fig. 12-20 paso 
O), véase también el Recuadro 11-1). 

Al igual que en todas las vías de señalización, 
existe un mecanismo para terminar la actividad 
de la ruta PISK-PKB. Una fosfatasa específica de PIP, 
(PTEN en humanos) elimina el grupo fosforilo en la 
posición 3 de PIP, dando PIP,, el cual ya no sirve como 
sitio de unión de PKB con lo que se trunca la ruta de 
señalización. En diversos tipos de cáncer a menudo se 
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FIGURA 12-21 Tirosina quinasas de receptor, Entre los receptores de 
factores de crecimiento que señatizan a través de actividad Tyr quinasa 
se encuentran los de la insulina (INSR), factor de crecimiento epidér- 
mico vascular (VEGFR), factor de crecimiento de origen plaquetario 
(POGFR); factor de crecimiento epidérmico (EGFR), factor de creci- 
miento nervioso de elevada afinidad (TrkA) y factor de crecimiento de 
fibroblastos (FGFR). Todos estos receptores tienen un dominio Tyr qui- 
nasa en el lado citoplasmático de la membrana plasmática (azul). El 
dominio extracelular es diferente para cada tipo de receptor la que 
refleja las diferentes especificidades de los factores de crecimiento. 
Estos dominios extracelulares son, típicamente, combinaciones de moti- 
vos estructurales tales como segmentos ricos en cisteína o leucina y 
segmentos que contienen uno de entre los diversos motivos comunes de 
las inmunoglobulinas (Ig) En el genoma humano están codificados 
muchos otros receptores de este tipo, cada uno de ellos con un dominio 
extracelular y especificidad de ligando diferente. 


encuentra que el gen PTEN ha experimentado muta- 
ción lo que da lugar a un circuito de regulación defec- 
tuoso y a concentraciones anormalmente elevadas de 
PIP, y de actividad PKB. El resultado parece ser una 
señal continua para la división celular y, en consecuen- 
cia, el crecimiento tumoral. Y 

El receptor de insulina es el prototipo de una serie 
de enzimas receptores que tienen una estructura simi- 
lar y actividad RTK (Fig. 12-21). Los receptores del 
EGF y del PDGF, por ejemplo, presentan similitud 
estructural y de secuencia con el INSR, y ambos tienen 
una actividad proteína Tyr quinasa que fosforila IRS-1. 
Muchos de estos receptores dimerizan a continuación 
de la unión de ligando; INSR es la excepción, pues ya es 
un dímero (af), antes de que se una la insulina. (El 
protómero del receptor de insulina es una unidad af). 
La unión de proteínas adaptadoras tales como Grb2 a 
residuos )-Tyr es un mecanismo común para promover 
interacciones proteína-proteína iniciadas por las RTK, 
tema al que volveremos en la Sección 12.6. 

Además de los muchos receptores que actúan como 
proteína Tyr quinasas (las RTK), varias proteínas de 
membrana plasmática semejantes a receptores tienen 
actividad proteína Tyr fosfatasa. Basándonos en la 
estructura de estas proteínas, podemos suponer que sus 
ligandos son componentes de la matriz extracelular o de 
las moléculas de la superficie de otras células. Aunque 
sus papeles en la señalización no están todavía tan bien 


comprendidos como los de las RTK, poseen claramente 
el potencial para invertir las acciones de las señales que 
estimulan las RTK. 

¿Qué es lo que incitó la evolución de tan complejo 
sistema regulador? Este sistema permite que un recep- 
tor activado active varias moléculas IRS-1, amplificando 
la señal de la insulina, al tiempo que proporciona 
medios para la integración de señales de varios recepto- 
res, tales como EGFR y PDGFR, cada uno de los cuales 
puede fosforilar IRS-1. Además, debido a que IRS-1 
puede activar cualquiera de las diversas proteínas que 
contienen dominios SH2, un único receptor actuando a 
través de IRS-1 puede poner en marcha dos o más vías 
de señalización; la insulina afecta la expresión génica a 
través de la vía Grb2-Sos-Ras-MAPK y al metabolismo 
del glucógeno y transporte de glucosa a través de la vía 
PIBK-PKB. Finalmente, existen varias proteínas estre- 
chamente relacionadas con IRS (IRS2, IRS-3), cada una 
con una distribución y función tisular característica, 
que aún enriquece más las posibilidades de señalización 
de las rutas iniciadas por las RTK. 


La comunicación cruzada entre sistemas de señalización 
es frecuente y compleja 


En aras de la simplicidad, hemos tratado rutas de 
señalización individuales como secuencias separadas 
de acontecimientos que conducen a consecuencias 
metabólicas diferentes, aunque de hecho hay una 
extensa comunicación cruzada entre los sistemas de 
señalización. Los circuitos reguladores que gobiernan 
el metabolismo están ricamente entretejidos en múlti- 
ples miveles. Hemos analizado las rutas de señalización 
de la insulina y de la adrenalina separadamente, pero 
no operan de forma independiente. La insulina se 
opone a los efectos metabólicos de la adrenalina en la 
mayoría de tejidos por lo que la activación de la vía de 
señalización de la insulina atenúa directamente la 
señalización a través del sistema de señalización 
P-adrenérgico. Por ejemplo, la INSR quinasa fosforila 
directamente dos residuos Tyr en la cola citoplasmáti- 
ca de un receptor f,-adrenérgico, y la PKB, activada 
por la insulina (Fig. 12-22), fosforila dos residuos Ser 
en la misma región. La fosforilación de estos cuatro 
residuos provoca la internalización, ayudada por la 
clatrina, del receptor f$,-adrenérgico, dejándolo inacti- 
vo y disminuyendo la sensibilidad de la célula a la 
adrenalina. Un segundo tipo de comunicación cruzada 
que se da entre estos receptores es la que tiene lugar 
cuando residuos (£)-Tyr en el receptor b,-adrenérgico, 
fosforilado por INSR actúan como puntos de nuclea- 
ción para las proteínas que contienen el dominio SH2 
tales como Grb2 (Fig. 12-22, lado izquierdo). La acti- 
vación de la MAPK ERK por la insulina (véase la Fig. 
12-19) es de 5 a 10 veces superior en presencia del 
receptor b,-adrenérgico, probablemente a causa de 
esta comunicación cruzada. Los sistemas de señaliza- 
ción que utilizan cAMP y Ca% también muestran una 
interacción importante; cada segundo mensajero afec- 
ta a la generación y concentración del otro. Uno de los 
retos principales de la biología de sistemas es discernir 
los efectos de tales interacciones sobre los patrones 
metabólicos generales de cada tejido: ¡una tarea para 
valientes! 
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FIGURA 12-22 Intercomunicación entre el receptor de insulina y 
el receptor 4-adrenérgico (u otro GPCR}. Cuando la insulina unida 
activa INSR, su Tyr quinasa fosforila directamente el receptor 
b,-adrenérgico (lado derecho) en dos residuos Tyr (Tyr? y Tyr™**) 
cerca de su carboxilo terminal e, indirectamente (mediante la activa- 
ción de la proteína quinasa B (PKB), véase la Fig. 12-20) produce la 
fosforilación de dos residuos Ser en la misma región. El efecto de 
estas fostorilaciones es la internalización del receptor adrenérgico, 
reduciendo la respuesta al estimulo adrenérgico. Alternativamente 
(tado izquierdo) la fosforilación catalizada por INSR de un GPCR (un 
receptor adrenérgico o de otro tipo) en una Tyr del carboxilo termina! 
crea el punto de nucleación para activar la cascada MAPK (véase la 
Fig. 12-19) en la que Grb2 sirve de proteína adaptadora. En este caso, 
INSR ha utilizado el GPCR para aumentar su propia señal. 
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FIGURA 12-23 Dos tipos de guanilil ciclasa que participan en la 
transducción de señales. (a) Un tipo es un hornmodímero con un único 
segmento que abarca la membrana en cada monómero y que conecta el 
dominio de unión de ligando extracelular con el dominio guanilil ciclasa 
intracelular. Receptores de este tipo se utilizan para detectar dos ligan- 
dos extracelulares: factor natriurético auricular (ANF: receptores en célu- 
las de los conductos renales colectores y del músculo liso de los vasos 
sanguíneos) y guanilina (hormona peptídica producida en el intestino, 
con receptores en las células del epitelio intestinal), El receptor de guani- 
lina es también la diana de una endotoxina bacteriana que produce dia- 
rrea severa. (b) El otro tipo es un enzima soluble que contiene hemo y 
que se activa por Óxido nítrico r (NO) intracelular; esta forma se encuen- 
tra en muchos tejidos, entre ellos el músculo liso del corazón y de los 
vasos sanguíneos 
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RESUMEN 12.4 Receptores tirosina quinasas 


© El receptor de insulina, INSR, es el prototipo de 
enzimas receptores con actividad Tyr quinasa. Cuando 
se une la insulina, cada unidad aß de INSR fosforila la 
subunidad 4 de su pareja, activando la actividad Tyr 
quinasa del receptor. La quinasa cataliza la fosforilación 
de residuos Tyr sobre otras proteínas tales como IRS-1. 
MM Los residuos fosfotirosina de IRS-1 actúan como 
sitios de unión para proteínas con dominios SH2. Algu- 
nas de estas proteínas, como Grb2, tienen dos o más 
dominios de unión de proteínas y pueden actuar como 
adaptadores que acercan las dos proteínas a posiciones 
muy próximas. 

W Sos unida a Grb2 cataliza el intercambio GDP-GTP 
en Ras (una proteína G pequeña) que, a su vez, activa 
una cascada MAPK que finaliza con la fosforilación de 
proteínas diana en el citosol y en el núcleo. El resultado 
son cambios metabólicos específicos y alteración de la 
expresión génica. 

M El enzima PI3K, activado por interacción con IRS-1, 
transforma el lípido de membrana PIP, en PIP,, que se 
convierte en el punto de nucleación para proteínas en 
una segunda y tercera ramas de la señalización por insu- 
lina. 

Mi Hay amplias interconexiones entre las rutas de 
señalización, que permiten la integración y la regulación 
fina de múltiples efectos hormonales. 


12.5 Receptores guanilil ciclasas, cGMP 
y proteína quinasa G 


Las guanilil ciclasas (Fig. 12-23) son receptores enzi- 
máticos que, cuando se activan, convierten el GTP en 
el segundo mensajero guanosina 3”,5"-monofosfato 
cíclico (GMP cíclico o cGMP): 


Guanosina 3' 5'-monofostato cíclico 
(cGMP) 
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Muchas de las acciones del cGMP en animales se reali- 
zan mediante la proteína quinasa dependiente de 
cGMP también llamada proteína quinasa G (PKG). 
Al activarse por acción del cGMP, la PKG fosforila resi- 
duos Ser y Thr en proteínas diana. Los dominios catalí- 
tico y regulador de este enzima se encuentran en un 
pohipéptido sencillo (M. -80.000). Parte del dominio 
regulador encaja cómodamente en la hendidura de 
unión del sustrato. La unión de cGMP fuerza este pseu- 
dosustrato fuera del sitio de unión abriendo el sitio a 
proteínas diana que contienen la secuencia consenso 
para la PKG. 

El GMP cíclico transporta mensajes diferentes en 
tejidos diferentes, En el riñón y en el intestino desenca- 
dena cambios en el transporte iónico y en la retención 
de agua; en el músculo cardíaco (un tipo de músculo 
liso) señala relajación; en el cerebro puede estar rela- 
cionado tanto con el desarrollo como con el funciona- 
miento del cerebro adulto. La guanilil ciclasa del riñón 
se activa por la hormona peptídica factor natriurético 
auricular (ANF), liberada por las células de la aurícu- 
la del corazón cuando éste se ensancha por un incre- 
mento del volumen sanguíneo. Transportado por la 
sangre al riñón, el ANF activa la guanilil ciclasa de las 
células de los conductos colectores (Fig. 12-23a). El 
incremento resultante de la [cGMP] provoca un aumen- 
to de la excreción renal de Na* y, por consiguiente, de 
agua impulsado por el cambio de presión osmótica. La 
pérdida de agua reduce el volumen sanguíneo, contra- 
rrestando el estímulo que inicialmente llevó a la secre- 
ción de ANF. El músculo liso vascular tiene también un 
receptor guanilil ciciasa de ANF; al unirse a este recep- 
tor, el ANF provoca la relajación (vasodilatación) de los 
vasos sanguíneos, que aumenta el flujo sanguíneo y, por 
tanto, reduce la presión sanguínea. 

Un receptor guarulil ciclasa similar de la membrana 
plasmática de las células epiteliales que recubren el 
intestino se activa por el péptido guanilina (Fig. 12-23a), 
que regula la secreción de CF en el intestino. Este recep- 
tor es también la diana de una endotoxina peptídica ter- 
moestable producida por Escherichia coli y otras bacte- 
rias gram-—negativas. El incremento en la [cGMP] provoca- 
do por la endotoxina incrementa la secreción de CI y, en 
consecuencia, decrece la reabsorción de agua por el epi- 
telio intestinal, produciendo diarrea. 

Un tipo totalmente diferente de guanilil ciclasa es 
una proteína citosólica con un grupo hemo unido fuer- 
temente (Fig. 12-23b), un enzima se activa por óxido 
nítrico (NO). El óxido nítrico se produce a partir de 
arginina por ıma NO sintasa dependiente de Ca”, pre- 
sente en muchos tejidos de mamíferos, y difunde desde 
su célula de origen hasta las células vecinas. 
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El NO es suficientemente apolar para cruzar las 
membranas plasmáticas sin un transportador. En la 
célula diana, se une al grupo hemo de la guanilil ciclasa 
y actiya la producción de cGMP. En el corazón, la pro- 
teína quinasa dependiente de cGMP reduce la intensi- 
dad de las contracciones al estimular la bomba (o bom- 
bas) de iones que expulsan Ca” del citosol. 

La relajación inducida por NO del músculo car- 

díaco es la misma respuesta que ocasionan la 
nitroglicerina y otros nitrovasodilatadores que se toman 
para aliviar la angina de pecho, el dolor provocado por 
la contracción de un corazón privado de O, debido al 
bloqueo de las arterias coronarias. El óxido nítrico es 
inestable y su acción es breve; segundos después de su 
formación, sufre una oxidación a nitrito o nitrato. Los 
nitrovasodilatadores producen una relajación duradera 
del músculo cardíaco ya que tardan varias horas en 
degradarse, produciendo una corriente continua de NO. 
El valor de la nitroglicerina como tratamiento para la 
angina de pecho se describió de manera inesperada en 
fábricas que producían nitroglicerina como explosivo en 
la década de 1860. Los trabajadores que tenían angina 
declararon que su situación mejoraba mucho durante la 
semana laboral pero que empeoraba los fines de sema- 
na. Los médicos que trataban a estos trabajadores oye- 
ron esta historia tan a menudo que realizaron la cone- 
xión con lo que nació el medicamento. 

Los efectos del incremento en la síntesis de cGMP 
disminuyen cuando cesa el estímulo, debido a que una 
fosfodiesterasa específica (cGMP PDE} convierte el 
cGMP en 5'"-GMP inactivo. Los humanos poseen diver- 
sas isoformas de cGMP PDE con diferentes distribu- 
ciones tisulares. La isoforma de los vasos sanguíneos 
del pene es inhibida por el fármaco sildenafil (Viagra) 
y tadalafil (Cialis) que, por consiguiente, hacen que la 
[cGMP] permanezca elevada una vez ha aumentado 
por el estímulo adecuado, lo que explica la utilidad de 
este medicamento en el tratamiento de la disfunción 
eréctil. 


Tadalafil (Cialis) a 


El GMP cíclico tiene otro modo de acción en el ojo 
de los vertebrados: provoca la apertura de canales espe- 
cíficos de iones en los bastones y conos de la retina, 
como ya discutimos en la Sección 12.3. 


RESUMEN 12.5 Receptores guanilil ciclasas, cGMP 
y proteína quinasa G 


MM Varias señales, entre ellas el factor natriurético auri- 
cular y la guanilina, actúan a través de receptores enzi- 
máticos con actividad guanilil ciclasa. El cGMP así pro- 
ducido es un segundo mensajero que activa la proteína 
quinasa dependiente de cGMP (PKG). Este enzima 
altera el metabolismo al fosforilar enzimas diana especí- 
ficos. 

E El óxido nítrico es un mensajero de vida corta que 
estimula una guanilil ciclasa soluble, aumentando la 
[cGMP] y estimulando la PKG. 


12.6 Proteínas adaptadoras 
polivalentes y balsas de membrana 


De los estudios de los sistemas de señalización han 
emergido dos generalizaciones tales como las discutidas 
hasta el momento: En primer lugar, las proteína quina- 
sas que fosforilan y las proteína fosfatasas que desfofo- 
rilan residuos de Tyr, Ser y Thr son cruciales en la 
señalización, afectando de manera directa las activida- 
des de un gran número de sustratos proteicos por fosfo- 
rilación/desfosforilación. En segundo lugar, las interac- 
ciones proteína-proteína producidas por la fosforilación 
reversible de residuos Tyr, Ser y Thr en las proteínas de 
señalización crean sitios de anclaje para otras proteí- 
nas que producen efectos indirectos sobre proteínas 
más adelante en la ruta de señalización. De hecho, 
muchas proteínas de señalización son polivalentes en 
el sentido de que pueden interaccionar con varias pro- 
teínas diferentes de manera simultánea para formar 
complejos de señalización multiproteicos. En esta sec- 
ción se presentan unos cuantos ejemplos para ilustrar 
los principios generales de las interacciones proteicas 
dependientes de fosforilación en las vías de señaliza- 
ción. 


Modulos proteicos unen residuos Tyr, Ser o Thr 
fosforilados de proteínas asociadas 


La proteína Grb2 de la ruta de señalización de la insuli- 
na (Figs. 12-19 y 12-22) se une a través de su dominio 
SH2 a otras proteínas que contienen residuos @}Tyr 
expuestos. El genoma humano codifica al menos 87 
proteínas que contienen SH2, muchas de las cuales ya 
se sabe que participan en señalización, El residuo ®©) 
-Tyr está unido en un bolsillo profundo de un dominio 
SH2 y en el que todos los oxígenos del fosfato partici- 
pan en interacciones por puente de hidrógeno o elec- 
trostáticas; en la fijación tienen un papel prominente 
las cargas positivas de dos residuos Arg. La especifici- 
dad de las interacciones entre diferentes proteínas con 
dominios SH2 con las diversas proteínas que contienen 
(> Tyr se explican por diferencias sutiles en la estruc- 
tura de sus dominios SH2. El dominio SH2 interacciona 
de manera típica con una @}Tyr (a la que se le asigna 
la posición índice 0) y con los tres residuos siguientes 
hacia el extremo carboxilo (designados +1, +2, +3). 
Algunos dominios SH2 (Src, Fyn, Hek, Nek) prefieren 
residuos cargados negativamente en las posiciones +1 
y +2; otros (PLCg1, SHP2) tienen un surco hidrofóbico 
largo que se une a residuos alifáticos en las posiciones 
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+l a +5. Estas diferencias definen subclases de domi- 
nios SH2 que tienen diferentes especificidades de aso- 
ciación. 

Los dominios fijadores de fosfotirosina, o dominios 
PTB son otro tipo de dominios de unión a proteínas @}Tyr 
(Fig. 12-24), pero se distinguen de los dominios SH2 
por sus secuencias y estructuras tridimensionales críti- 
cas. El genoma humano codifica 24 proteínas que con- 
tienen dominios PTB, incluida IRS-1, que ya hemos 
encontrado en su función como proteína adaptadora en 
la transducción de la señal de la insulina (Fig. 12-19). 
Los sitios de unión (+Tyr para los dominios SH2 y PTB 
en proteínas asociadas son generados mediante Tyr 
quinasas y eliminados por fosfoproteína fosfatasas 
(PTP) 

Como hemos visto, otras proteína quinasas de seña- 
lización, entre ellas PKA, PKC, PKG y miembros de la 
cascada MAPK, fosforilan residuos Ser o Thr en sus 
proteínas diana que, en algunos casos, adquieren la 
capacidad de interaccionar con proteínas asociadas a 
través del residuo fosforilado, poniendo en marcha un 
proceso secuencial. Se ha identificado toda una sopa de 
letras de dominios que unen residuos €)-Ser o @Thr, y 
a buen seguro que se identificarán aún más. Cada domi- 
nio favorece una cierta secuencia alrededor del residuo 
fosforilado por lo que las proteínas con este dominio se 
unen e interaccionan con un subconjunto específico de 
proteínas fosforiladas. 

En algunos casos la región de una proteína que une 
(£)>-Tyr de una proteína sustrato está enmascarada por 
su interacción con una €>Tyr en la misma proteína. Por 
ejemplo, la proteína Tyr quinasa soluble Src, cuando - 
está fosforilada en un residuo Tyr crítico se vuelve inac- 
tiva porque un dominio SH2 necesario para fijarse a la 
proteína sustrato se une a una (> Tyr interna. Cuando 
se hidroliza este residuo @}Tyr por una fosfoproteína 
fosfatasa, se activa la actividad Tyr quinasa de Src 
(Fig. 12-25a). De modo parecido la glucógeno sintasa 
quinasa 3 (GSK3) es inactiva cuando está fosforilada en 
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FIGURA 12-24 Interacción de un dominio PTB con un residuo (£>Tyr 
en una proteína asociada. El dominio PTB se muestra en azui en una 
representación de contorno de superfície. La proteína asociada se man- 
tiene unida a la quinasa mediante múltiples interacciones no covalen- 
tes, que confieren especificidad a ia interacción y colocan el residuo de 
(> Tyr en un bolsillo de fijación en el centro activo del enzima. [Fuente: 
PDB ID 15HC, M.M. Zhou et al, Nature 378:584, 1995 ] 
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FIGURA 12-25 Mecanismo de autoinhibición de Src y G$K3. (a) En la 
forma activa de la Tyr quinasa Src, un dominio SH2 une una (P+Tyr de la 
proteína sustrato y un dominio SH3 une una región rica en prolina del 
sustrato, recubriendo e! sitio activo de la quinasa con varios residuos Tyr 
diana del sustrato (parte superior). Cuando se fosforila Sre en un residuo 
Tyr específico (parte inferior), el dominio SH2 se une a la (P)-Tyr interna 
en lugar de la (£)-Tyr del sustrato y el dominio SH3 se une a una región 
interna rica en protina, impidiendo la unión enzima-sustrato productiva, 
de este modo el enzima se autoinhibe. (b) En la forma activa de la glu- 
cógeno sintasa quinasa 3 (GSK3) un dominio de unión de (P)-Ser interno 
está disponible para unir un residuo @}Ser en su sustrato (glucógeno 
sintasa), y de este modo posicionar la quinasa para que fosforile resi- 
duos Ser vecinos (parte superior). La fosforilación de un residuo Ser 
interno permite que este segmento interno de la quinasa ocupe el sitio 
de unión de (P)Ser, lo que bloquea la unión de sustrato (parte inferior), 


un residuo Ser de su dominio autoinhibidor (Fig. 
12-25b). La desfosforilación de este dominio libera al 
enzima para unirse (y a contmuación fosforilar) a sus 
proteínas diana. 

Además de los tres residuos que se fosforilan nor- 
malmente en las proteínas, existe una cuarta estructura 
fosforilada que hace de núcleo para la formación de 
complejos supramoleculares de las proteínas de señali- 
zación: el grupo fosforilado de cabeza de los fosfatidili- 
nositoles de la membrana. Muchas proteínas de señali- 
zación contienen dominios tales como SH3 y PH (plec- 
kstrin homology domain; dominio de homología de la 
pleckstrina) que se unen fuertemente al PIP, que 
sobresale en el lado citosólico de la membrana plasmá- 
tica. Dondequiera que el enzima PI3K cree este grupo 
(tal como lo hace en respuesta a la señal de la insulina), 
las proteínas que se unen se agruparán en la superficie 
de la membrana. 

La mayoría de proteínas que intervienen en la seña- 
lización en la membrana plasmática tienen uno o más 
dominios de fijación de proteína o fosfolípido; muchas 
tienen tres o más por lo que son polivalentes en sus 
interacciones con otras proteínas de señalización. En la 


Figura 12-26 se muestran algunas de entre las muchas 
proteínas polivalentes que se sabe que participan en la 
señalización. Muchos de estos complejos contienen 
componentes con dominios de fijación a la membrana. 
Dada la localización de tantos procesos de señalización 
en la superficie interna de la membrana plasmática, las 
moléculas que han de colisionar para producir la res- 
puesta de señalización están confinadas de manera 
efectiva en un espacio bidimensional: la superficie de la 
membrana. Aquí las colisiones son mucho más proba- 
bles que en el espacio tridimensional del citosol. 

En resumen, a partir de estudios de muchas proteí- 
nas de señalización y de los múltiples dominios de unión 
que contienen ha emergido un cuadro extraordinario. 
Una señal inicial produce la fosforilación del receptor o 
de una proteína diana, desencadenando la formación de 
grandes complejos multiproteicos, unidos sobre arma- 
zones formados por proteínas adaptadoras con capaci- 
dades de fijación polivalentes. Algunos de estos comple- 
jos tienen diversas proteína quinasas que, a su vez, se 
activan secuencialmente, produciendo una cascada de 
fosforilación y una gran amplificación de la señal inicial. 
Las interacciones entre las quinasas de la cascada no se 
dejan al capricho de colisiones al azar en el espacio tri- 
dimensional. En la cascada MAPK, por ejemplo, una 
proteína del armazón, KSR, une las tres quinasas 
(MAPK; MAPKK y MAPKKK), asegurando su proximi- 
dad y orientación correcta, confiriendo incluso propie- 
dades alostéricas a las interacciones entre las quinasas, 
lo que hace que su fosforilación en serie sea sensible a 
estímulos muy pequeños (Fig. 12-27). 

Fosfotirosina fosfatasas eliminan el fosfato de resi- 
duos €>Tyr, invirtiendo el efecto de la fosforilación. En 
el genoma humano hay al menos 37 genes que codifican 
fosfotirosina fosfatasas (PTP). Aproximadamente la 
mitad son proteínas integrales tipo receptor con un 
único dominio transmembrana; otras están controladas, 
probablemente, por factores extracelulares todavía sin 
identificar. Otras PTPasas son solubles y contienen 
dominios SH2 que determinan sus ligandos moleculares 
y su localización intracelular. Además, las células anima- 
les tienen proteína (Ser y €>Thr fosfatasas que invier- 
ten los efectos de proteína quinasas específicas de Ser y 
Thr. Podemos ver, por tanto, que la señalización tiene 
lugar en circuitos proteicos, estrechamente conecta- 
dos desde el receptor de la señal hasta el efector de la 
respuesta con la capacidad de desconectarse de manera 
instantánea por hidrólisis de un simple enlace éster 
fosfato, En estos circuitos, las proteína quinasas son los 
escritores, los dominios como SH2 los lectores y las PTP 
y otras fosfatasas, los borradores. 

La polivalencia de las proteínas de señalización per- 
mite la formación de muchas combinaciones diferentes 
de módulos de señalización; cada una de estas combina- 
ciones está adaptada a señales, tipos celulares y cir- 
cunstancias metabólicas concretas lo que proporciona 
diversos circuitos de señalización de complejidad 
extraordinaria, 


Las balsas de membrana y las caveolas segregan 
proteínas de señalización 


Las balsas de membrana (Capítulo 11) son regiones de 
la bicapa de la membrana enriguecidas en esfingolípi- 


dos, esteroles y ciertas proteínas, entre ellas muchas 
que están unidas a la bicapa mediante anclas de GPI 
(glycosilated derivatives of phosphatidylinositol, deri- 
vados glicosilados de fosfatidilinositol). El receptor 
P-adrenérgico está segregado en balsas que contienen 
proteínas G, adenilil ciclasa, PKA y una proteína fosfa- 
tasa específica, PP2 que, conjuntamente, constituyen 
una unidad de señalización altamente integrada. Al 
segregarse en una pequeña región de la membrana plas- 
mática todos los elementos necesarios para responder a 
una señal y también finalizarla, la célula puede producir 
la formación altamente localizada y breve de segundo 
mensajero. 

Algunas RTK (EGFR y PDGFR) parecen estar loca- 
lizadas en balsas por lo que este secuestro es muy pro- 
bable que sea funcionalmente significativo. En fibro- 
blastos aislados el EGFR está concentrado normalmen- 
te en balsas especializadas denominadas caveolas (véase 
la Fig. 11-20). Cuando las células se tratan con EGF, el 
receptor abandona la balsa, separándolo de otros com- 
ponentes de la ruta señalizadora del EGF. Esta migra- 
ción depende de la actividad proteína quinasa del 
receptor; los receptores mutantes que carecen de esta 
actividad permanecen en las balsas durante el trata- 
miento con EGF. Estos experimentos sugieren que la 
segregación espacial de proteínas de señalización en 
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FIGURA 12-26 Algunos módulos de unión de proteinas señalizado- 
ras. Cada proteína está representada por una linea (con el extremo 
amino a la izquierda); los símbolos indican la localización de dominios 
de unión conservados (con las especificidades que se dan en la clave, las 
abreviaturas se explican en el texto); los recuadros verdes indican activi- 
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balsas añade una nueva dimensión a los ya complejos 
procesos iniciados por señales extracelulares. 


RESUMEN 12.6 Proteínas adaptadoras polivalentes 
y balsas de membrana 


MW Muchas proteínas de señalización tienen dominios 
que unen residuos Tyr, Ser o Thr fosforilados de otras 
proteínas; la especificidad de unión de cada dominio 
viene determinada por secuencias adyacentes al resi- 
duo fosforilado en el sustrato. 

MM” Los dominios SH2 y PTB se unen a proteínas que 
contienen residuos @}Tyr; otros dominios unen resi- 
duos (+Ser y @}Thr en diversos contextos. 

Los dominios SH3 y PH se unen al fosfolípido de mem- 
brana PIP.. 

E Muchas proteínas de señalización son polivalentes 
con varios módulos de unión diferentes. Al combinar la 
especificidad de sustrato de diversas proteína quinasas 
con la especificidad de dominios que unen residuos Ser, 
Thr o Tyr fosforilados y con fosfatasas que pueden inac- 
tivar rápidamente una ruta de señalización, las células 
crean un gran número de complejos de señalización 
multiproteicos. 

E Las balsas de membrana y las caveolas secuestran 
grupos de proteínas de señalización en pequeñas regio- 
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dades catalíticas. El nombre de cada proteína aparece en su extremo 
carboxilo-termina!. Estas proteínas de señalización interaccionan con 
proteínas fostoriladas o fosfolípidos en muchas permutaciones y combi- 
naciones para formar complejos de señalización integrados. [Fuente: 
Información de T, Pawson et al., Trends Cel! Biol. 11:504, 2001, Fig. 5.] 
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FIGURA 12-27 Una proteina armazón de la levadura que organiza y 
regula una cascada de proteína quinasas. (a) La proteina de armazón 
KSR tiene sitios de unión para las tres quinasas de la cascada Rat/MEK/ 
Erk. Al fijar las tres con la orientación adecuada, el armazón establece 
interacciones entre las proteínas de forma rápida y eficiente. Cuando se 
ha activado Erk (izquierda), fostorila el sitio de unión de Raf (derecha) 
forzando un cambio de conformación que desplaza Raf con lo que se 
impide la fosforilación de MEK. El resultado de esta regulación por retro- 
alimentación es que la fostorilación de MEK es pasajera. (b) En las célu- 
las de levadura con una mutación en KSR en la que faltan los sitios de 
fosforilación (curva roja), no hay retroalimentación con lo que se produce 
un patrón de señalización con una temporización diferente. [Fuente: 
Información de M.C. Good et al., Science 332:680, 2011, Fig. 2E.] 


nes de la membrana plasmática favoreciendo sus inte- 
racciones y haciendo que la señalización sea más efi- 
ciente. 


12.7 Canales iónicos de compuerta 
regulada 


Los canales iónicos son el fundamento de la señalización 
eléctrica en células excitables 


Ciertas células de los organismos multicelulares son 
“excitables”: pueden detectar una señal externa, con- 
vertirla en una señal eléctrica (de modo específico, un 
cambio en el potencial de membrana) y transmitirla. 
Las células excitables tienen papeles centrales en la 
conducción nerviosa, contracción muscular, secreción 
hormonal, procesos sensoriales y en el aprendizaje y la 


memoria. La excitabilidad de las células sensoriales, 
neuronas y miocitos depende de canales iónicos, trans- 
ductores de señal que proporcionan una vía regulada 
para el movimiento de iones morgánicos tales como Na”, 
K*, Ca™ y CF a través de la membrana plasmática en 
respuesta a diversos estímulos. Recuerde del Capítulo 
11 que estos canales iónicos son “de entrada regulada” 
(“gated”); pueden estar abiertos o cerrados según si el 
receptor asociado ha sido activado por la unión de su 
ligando específico (un neurotransmisor, por ejemplo) o 
por un cambio en el potencial eléctrico transmembrana. 
La Na*K* ATPasa es electrogénica; crea un desequilibrio 
de carga a través de la membrana plasmática al trans- 
portar 3 Na* al exterior de la célula por cada 2 K* que 
introduce (Fig. 12-28a). La acción de la ATPasa hace 
que el interior de la célula sea negativo con respecto al 
exterior. Dentro de la célula, la [K*] es muy superior y la 
[Na*] es muy inferior a los valores del exterior (Fig. 
12-28b). La dirección del flujo espontáneo de un ion a 
través de una membrana polarizada lo dicta el potencial 
electroquímico de dicho ion a través de la membrana 
que tiene dos componentes: la diferencia de concentra- 
ción del ion a ambos lados de la membrana y la diferen- 
cia de potencial eléctrico (V, ), expresada normalmente 
en milivolts (véase la Ec 11-4, p. 413). Dada la diferen- 
cia de concentración de iones y una V „de aproximada- 
mente -60mV (con el interior negativo), la apertura de 
un canal de Na” o Ca% producirá un flujo espontáneo 
hacia el interior de Na* o Ca” (y la despolarización), 
mientras que la apertura de un canal de K* producirá un 
flujo espontáneo de K* hacia el exterior (y la hiperpola- 
rización) (Fig. 12-28b). En este caso, el K* se mueve 
hacia el exterior, contra el gradiente eléctrico, porque la 
gran diferencia de concentración dentro y fuera de la 
célula ejerce un efecto superior a la V, . En el caso del 
Cr predomina el potencial de membrana, por lo que el 
Cr fluye hacia fuera cuando se abre un canal de CF. 

El número de iones que debe fluir para producir un 
cambio fisiológicamente significativo del potencial de 
membrana es despreciable con respecto a las concen- 
traciones de Na*, K* y CI en las células y el fluido extra- 
celular, de modo que los flujos de iones que tienen lugar 
durante la señalización en células excitables no tienen 
esencialmente ningún efecto en las concentraciones de 
dichos iones. Con el Ca% la situación es diferente; debi- 
do a que la [Ca**] intracelular es generalmente muy baja 
(-107 m) el flujo hacia el mterior de Ca?** sí puede alte- 
rar significativamente la [Ca?*] citosólica, lo que permite 
que sirva como segundo mensajero. 

El potencial de membrana de una célula en un 
momento determinado es el resultado de los tipos y del 
número de canales iónicos abiertos en ese instante. La 
apertura y cierre de los canales iónicos sincronizados 
con precisión y los cambios transitorios resultantes en 
el potencial de membrana son la base de la señalización 
eléctrica por la que el sistema nervioso estimula la con- 
tracción de los músculos esqueléticos, el latido del cora- 
zón o la liberación del contenido de las células secreto- 
ras. Además, muchas hormonas ejercen sus efectos 
mediante la alteración de los potenciales de membrana 
de sus células diana. Estos mecanismos no están limita- 
dos a los animales; los canales iónicos juegan papeles 
importantes en las respuestas de las bacterias, protistas 
y plantas a señales medioambientales. 


Para ilustrar la acción de los canales iónicos en la 
señalización de célula a célula, describimos ahora los 
mecanismos por los que una neurona pasa una señal a 
lo largo de su longitud y a través de la sinapsis hacia la 
siguiente neurona (o a un miocito) en un circuito celu- 
lar, utilizando acetilcolina como neurotransmisor. 


Los canales iónicos de compuerta regulada por voltaje 
producen potenciales de acción neuronales 


La señalización en el sistema nervioso se consigue 
mediante redes de neuronas, células especializadas que 
transportan un impulso eléctrico (potencial de acción) 
desde un extremo de la célula (el cuerpo celular) a tra- 
vés de una extensión citoplasmática alargada (el axón). 
La señal eléctrica desencadena la liberación de molécu- 
las de neurotransmisor en la sinapsis que transportan la 
señal a la siguiente célula del circuito. Tres tipos de 
canales iónicos de entrada regulada por voltaje 
son esenciales para este mecanismo de señalización. A 
lo largo de toda la longitud del axón hay canales de 
Na* de entrada regulada por voltaje (Fig. 12-29), 
que están cerrados cuando la membrana está en reposo 
(V = -60 mV) pero que se abren brevemente cuando la 
membrana se despolariza localmente en respuesta a 
acetilcolina (o algún otro neurotransmisor). También 
distribuidos a lo largo del axón se encuentran canales 
de K* de entrada regulada por voltaje que se abren 
inmediatamente después en respuesta a la despolariza- 
ción inducida cuando se abren canales de Na* próximos. 
El flujo despolarizante de Na* al interior del axón 
(entrada) es, pues, rápidamente contrarrestado por un 
flujo repolarizante de K* hacia afuera (salida). En el 
extremo distal del axón hay canales de Ca” de entra- 
da regulada por voltaje que se abren cuando llega la 
onda de despolarización (paso (Y) y repolarización 
(paso @) producida por la actividad de los canales de 
Na *y K*, desencadenando entonces la liberación del 
neurotransmisor acetilcolina, el cual lleva la señal a otra 
neurona (¡desencadene un potencial de acción!) o a una 
fibra muscular (¡contráigase!). 

Los canales de Na* regulados por voltaje son muy 
selectivos para el Na* sobre otros cationes (en un fac- 
tor de 100 o más) y tienen una velocidad de flujo muy 
elevada (>10” iones/s). Un canal de Na* que se abre en 
respuesta a una reducción en el potencial eléctrico 
transmembrana se cierra en el lapso de milisegundos y 
no se puede volver a abrir hasta pasados muchos mili- 
segundos. El flujo de Na* hacia el interior a través de 
los canales de Na* abiertos despolariza localmente la 
membrana, haciendo que los canales de K* regulados 
por voltaje se abran (Fig. 12-29, paso YY). El flujo 
resultante de K* hacia el exterior repolariza localmente 
la membrana, reestableciendo el potencial de membra- 
na negativo en el interior (paso QU) ). (La estructura y el 
mecamismo de los canales de K* regulados por voltaje 
se discuten con más detalle en la Sección 11.3; véanse 
las Figs. 11-45 y 11-46). Un pulso breve de despolariza- 
ción recorre así el axón a medida que la despolarización 
local dispara la breve apertura de los canales de Na* 
vecinos, y luego la de los canales de K*. Después de 
cada apertura de un canal de Na*, le sigue un corto 
período refractario durante el cual este canal no se 
puede volver a abrir, lo que asegura que una onda de 
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FIGURA 12-28 Potencial eléctrico transmembrana. (a) La Na'K* 
ATPasa electrogénica produce un potencial eléctrico transmembrana de 
-60 mY (negativo en el interior). (b) Las flechas azules muestran la 
dirección en la que los ¡ones tienden a moverse espontáneamente a tra- 
vés de la membrana plasmática en una célula animal, impulsados por la 
combinación de gradientes químicos y eléctricos. El gradiente quimico 
impulsa Na* y Ca” hacia el interior (produciendo despolarización) y K* 
hacia el exterior (produciendo hiperpolarización). El gradiente eléctrico 
impulsa CF hacia el exterior, en contra de su gradiente de concentración 
(produciendo despolarización). 


despolarización unidireccional, el potencial de acción, 
se desplace desde el cuerpo de la célula nerviosa hacia 
el extremo del axón. 

Cuando la onda de despolarización alcanza los 
canales de Ca** regulados por voltaje, éstos se abren 
(paso @) y el Ca” entra desde el espacio extracelular. 
La elevación en la [Ca**] citoplasmática provoca la libe- 
ración de acetilcolina por exocitosis a la hendidura 
pos-sináptica (paso €) ). La acetilcolina difunde hacia la 
célula pos-sináptica (otra neurona o un miocito), donde 
se une a los receptores de acetilcolina y provoca la des- 
polarización (descrito más adelante). Así el mensaje 
pasa a la siguiente célula del circuito. Vemos, entonces, 
que los canales iónicos regulados por compuerta trans- 
miten señales por una de estas dos vías: mediante la 
alteración de la concentración citoplasmática de un ion 
(tal como el Ca), que actúa entonces como segundo 
mensajero intracelular, o bien por un cambio de V, que 
afecta a otras proteínas de membrana que son sensibles 
al V» El paso de una señal eléctrica a través de una 
neurona y de ella a la siguiente ilustra ambos tipos de 
mecanismo. 
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Las neuronas tienen canales receptores que responden 
a diferentes neurotransmisores 


Las células animales, especialmente las del sistema ner- 
vioso, contienen diferentes canales iónicos de entrada 
regulada por ligandos, voltaje o ambos. Los receptores 
que son en sí mismos canales iónicos se clasifican como 
ionotrópicos para distinguirlos de los receptores que 
generan un segundo mensajero (receptores metabo- 
trópicos). La acetilcolina actúa sobre el receptor iono- 
trópico de la célula postsináptica El receptor de acetil- 
colina es un canal de cationes. Cuando está ocupado por 
la acetilcolina, el receptor abre el paso a cationes (Na”, 
K* y Ca”), induciendo la despolarización de la célula. 
Los neurotransmisores serotonina, glutamato y glicina 
pueden actuar a través de receptores ionotrópicos 
estructuralmente relacionados con el receptor de acetil- 
colina La serotonina y el glutamato provocan la apertura 
de canales catiónicos (K*, Na*, Ca?**), mientras que la 
glicina abre canales de CF específicos. 

Según sea el ion que pasa a través de un canal, la 
unión del ligando (neurotransmisor) para este canal 
bien despolariza bien hiperpolariza la célula diana. Una 
sola neurona recibe, normalmente, información de 
otras muchas neuronas, cada una de las cuales libera su 
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propio neurotransmisor característico con su efecto 
despolarizante o hiperpolarizante característico. El V 
de la célula diana refleja, por tanto, la aportación inte- 
grada (Fig. 12-1e) de múltiples neuronas. La célula 
responde con un potencial de acción sólo si la aporta- 
ción integrada llega a una despolarización neta de tama- 
ño suficiente. 

Los canales receptores de acetilcolina, glicina, glu- 
tamato y ácido y-aminobutírico (GABA) son de entrada 
regulada por ligandos extracelulares. Los segundos 
mensajeros intracelulares, tales como cAMP, cGMP, 
IP,, Ca”, y ATP, regulan canales iónicos de la clase que 
vimos en las transducciones sensoriales de la visión, del 
olfato y del gusto. 


Las toxinas apuntan a los canales iónicos 


Un gran número de las toxinas más potentes que se 
encuentran en la naturaleza actúan sobre canales ióni- 
cos. Por ejemplo, la dendrotoxina (de la serpiente 
mamba negra) bloquea la acción de canales de K* regu- 
lados por voltaje, la tetrodoxina (producida por el pez 
soplador) actúa sobre canales de Na* regulados por 
voltaje y la cobrotoxina inutiliza los canales iónicos de 
los receptores de acetilcolina. ¿Por qué en el curso de la 
evolución los canales iónicos se han convertido en la 
diana preferida de las toxinas en lugar de alguna diana 
metabólica crítica tal como un enzima esencial en el 
metabolismo energético? 

Los canales iónicos son amplificadores extraordina- 
rios; la apertura de un solo canal permite el flujo de 10 
millones de iones por segundo. En consecuencia, se 
necesitan relativamente pocas moléculas de una proteí- 
na de un canal iónico por neurona para señalizar funcio- 


FIGURA 12-29 Papel de los canales iónicos de entrada regulada por 
voltaje y por ligando en la transmisión neuronal. inicialmente, la mem- 
brana plasmática de la neurona presináptica está polarizada (interior 
negativo) a través de la acción de la Na'K* ATPasa electrogénica, que 
bombea 3 Na” hacia fuera por cada 2 K* bombeados hacia el interior 
(véase la Fig. 12-28). @ Un estímulo a esta neurona (no mostrado) pro- 
voca que un potencial de acción se desplace a lo largo del axón (flecha 
azul), lejos del cuerpo celular. La apertura de un canal de Na” regulado 
por voltaje O permite la entrada de Na”, y la despolarización local resul- 
tante provoca la apertura del canal de Na* adyacente, y así sucesivamente. 
La direccionalidad de movimiento del potencial de acción está asegurada 
por el corto periodo refractario que sigue a la apertura de cada canal de 
Na* de entrada regulada por voltaje. Instantes después de que el potencial 
de acción pase un punto en el axón, se abren canales de K* regulados por 
voltaje, io que permite la salida de K* y con ello fa repolarización de la 
membrana (flecha roja) dejándola lista para el próximo potencial de 
acción. (Observe que, por motivos de claridad los canales de Na' y de K* 
se han dibujado en lados opuestos del axón; ambos tipos de canales están 
distribuidos uniformemente en la membrana axonal). @ Cuando la onda 
de despolarización alcanza el extremo del axón, se abren canales de Ca” 
regulados por voltaje lo que permite la entrada de Ca”*, 

O E! incremento resultante de la [Ca?*] interna provoca la liberación 
exocítica del neurotransmisor acetilcolina a la cavidad sináptica. O: 
acetilcolina se une a un receptor en la neurona pos-sináptica (o en un 
miocito), provocando la apertura de su canal iónico de entrada regulada 
por ligando. @ Na” y Ca?” extracelulares entran a través de este canal, 
despolarizando la célula pos-sináptica. La señal eléctrica ha pasado de 
este modo a! cuerpo celular de la neurona pos-sináptica y se desplazará 
a lo largo de su axón hacia una tercera neurona (o un miocito) con esta 
misma secuencia de acontecimientos. 
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nes. Esto significa que un número relativamente peque- 
ño de moléculas de toxina con gran afinidad hacia los 
canales iónicos, actuando desde el exterior de la célula, 
pueden tener un efecto muy pronunciado sobre la neu- 
roseñalización en todo el cuerpo. Un efecto comparable 
a través de un enzima del metabolismo, presente nor- 
malmente en las células a concentraciones mucho más 
elevadas que los canales iónicos, necesitaría muchas 
más moléculas de toxina. 


RESUMEN 12.7 Canales iónicos de compuerta 


E Los canales iónicos de compuerta regulados por 
ligandos o por potencial de membrana son de gran 
importancia para la señalización en neuronas y otras 
células. 

E Los canales de Na* y K* de compuerta regulada por 
voltaje de las membranas neuronales transportan el 
potencial de acción a lo largo del axón en forma de onda 
de despolarización (entrada de Na*) seguido de la repo- 
larización (salida al exterior de K*). 

M La llegada de un potencial de acción al extremo 
distal de una célula presináptica desencadena la libera- 
ción del neurotransmisor. El neurotransmisor (acetilco- 
lina, por ejemplo) difunde a la neurona pos-sináptica (o 
al miocito en una unión neuromuscular), se une a 
receptores específicos en la membrana plasmática, y 
desencadena un cambio en V, 

© Las neurotoxinas producidas por muchos organis- 
mos atacan canales iónicos neuronales, por lo que 
actúan rápida y letalmente. 
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FIGURA 12-30 Mecanismo general por el que las hormonas esteroideas y tiroideas, retinoides, y vitamina D regulan la 
expresión génica. Los detalles de la transcripción y síntesis de proteínas se discuten en los Capítulos 26 y 27. Algunos este- 
roides también actúan a través de receptores de la membrana plasmática por un mecanismo completamente diferente. 


12.8 Regulación de la transcripción 
por receptores nucleares de hormonas 


Los esteroides, el ácido retinoico (retinoide), y las hor- 
monas tiroideas forman un amplio grupo de hormonas 
(ligandos de receptores) que ejercen sus efectos, al 
menos en parte, por un mecanismo esencialmente dife- 
rente del de otras hormonas: actúan en el núcleo alte- 
rando la expresión génica. Discutiremos su modo de 
acción en detalle en el Capítulo 28, junto con otros 
mecanismos que regulan la expresión génica, Aquí sólo 
haremos una breve presentación. 

Las hormonas esteroideas (estrógeno, progestero- 
na, y cortisol, por ejemplo), demasiado hidrofóbicas 
para disolverse fácilmente en la sangre, son transporta- 
das por proteínas portadoras específicas desde su punto 
de liberación hasta sus tejidos diana. En las células 
diana, estas hormonas pasan a través de la membrana 
plasmática por simple difusión y se unen a proteínas 
receptoras específicas en el núcleo (Fig.12-30). La 
unión de la hormona desencadena cambios en la confor- 
mación de una proteína receptora y de esta forma es 
capaz de interaccionar con secuencias reguladoras 
específicas de DNA llamadas elementos de respuesta 
a hormonas (HRE ), alterando así la expresión génica 
(véase la Fig. 28-33). El complejo receptor-hormona 
unida intensifica la expresión de genes específicos 
adyacentes a HRE con la ayuda de otras proteínas esen- 
ciales para la transcripción. Se requieren horas o días 
para que estos reguladores tengan un efecto completo, 


La hormona, transportada al tejido diana en 
proteínas de unión del suero, difunde a través 
de la membrana plasmática y se une a su 
receptor específico en el núcleo. 


La unión de la hormona provoca un cambio de 
conformación del receptor; forma homo- 

o heterodímeros con otros complejos 
receptor-hormona y se une a regiones 
reguladoras especificas llamadas elementos 
de respuesta a hormonas (HRE) del DNA 
adyacente a genes específicos. 


El receptor atrae proteínas coactivadoras 

o correpresoras y, con ellas, regula la transcripción 
de genes adyacentes, aumentando o disminuyendo 
la velocidad de formación de mRNA. 


O) Niveles alterados del producto génico regulado 
por la hormona produce una respuesta 
celular a la hormona. 
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el tiempo requerido para que los cambios en la síntesis 
de RNA y la posterior síntesis de proteínas sean eviden- 
tes en forma de un metabolismo alterado. 

La especificidad de la interacción esteroide-re- 

ceptor se explota en el uso del fármaco tamoxi- 
feno para tratar el cáncer de mama. En algunos tipos de 
cáncer de mama, la división de las células cancerosas 
depende de la presencia contmua de estrógeno. El 
tamoxifeno es un antagonista del estrógeno; compite 
con el estrógeno para unirse al receptor de estrógeno, 
pero el complejo tamoxifeno-receptor no tiene efecto, o 
muy poco, en la expresión génica. En consecuencia, la 
administración de tamoxifeno tras cirugía o durante la 
quimioterapia del cáncer de mama dependiente de hor- 
monas detiene o hace más lento el crecimiento de las 
células cancerosas restantes. Otro análogo de esteroide, 
el fármaco mifepristone (RU486 ), se une al receptor 
de progesterona y bloquea acciones de la hormona que 
son esenciales para la implantación del óvulo fertilizado 
en el útero. De este modo actúa como contraceptivo. 
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RESUMEN 12.8 Regulación de la transcripción 
por hormonas esteroideas 


E Las hormonas esteroideas entran en las células y se 
unen a proteínas receptoras específicas. 

MM El complejo hormona-receptor se une a regiones 
específicas de DNA, los elementos de respuesta hormo- 
nales, e interacciona con otras proteínas para regular la 
expresión de genes próximos. 


12.9 Señalización en microorganismos 
y plantas 


Gran parte de lo que hemos dicho aquí sobre señalización 
hace referencia a tejidos de mamíferos o células de dichos 
tejidos en cultivo. Las bacterias, arquebacterias, microor- 
ganismos eucarióticos y plantas vasculares también han 
de responder a señales externas tales como O,, nutrien- 
tes, huz, productos químicos nocivos, etc. Consideraremos 
ahora de forma breve las clases de maquinaría de señali- 
zación que utilizan los microorganismos y las plantas. 


La señalización bacteriana necesita la fosforilación 
en un sistema de dos componentes 


En unos estudios pioneros sobre la quimiotaxis en bac- 
terias, Julius Adler demostró que Escherichia coli res- 
ponde a los nutrientes de su 
entorno, entre ellos azúcares y 
aminoácidos, nadando hacia 
ellos impulsada por flagelos de 
la superficie. Una familia de 
proteínas de membrana tienen 
dominios de unión en el exte- 
rior de la membrana plasmáti- 
ca a la que se unen atractivos 
(azúcares o aminoácidos) 
(Fig. 12-31). La señal es 
transmitida por el denominado 
sistema de dos componen- 
tes El primer componente es 
la histidina quinasa del 
receptor que, en respuesta a la unión del ligando, fosfo- 
rila un residuo His de su dominio citoplasmático y a 
continuación cataliza la transferencia de un grupo fosfo- 
rilo desde el residuo His a un residuo Asp en el segundo 
componente, una protema soluble denominada regula- 
dor de respuesta. Esta fosfoproteína se desplaza a la 
base del flagelo transportando la señal del receptor de 
membrana. El flagelo está impulsado por un motor rota- 
torio que puede impulsar a la célula a través del medio o 
hacer que se pare, según sea la dirección de rotación del 
motor. El cambio en la concentración de atractivo duran- 
te el tiempo, señalada a través del receptor, permite que 
la célula determine si se desplaza hacia o lejos del atrac- 
tivo. Si su movimiento es hacia el atractivo, el regulador 
de respuesta señala a la célula que continúe en línea 
recta; si es alejándose de él, la célula da un tumbo 
momentáneo cambiando de dirección. La repetición de 
este comportamiento da lugar a una trayectoria aleato- 
ria, con una propensión por un movimiento en la direc- 
ción de incremento en la concentración de atractivo. 

E. coli detecta no sólo azúcares y aminoácidos, sino 
también O,, extremos de temperatura y otros factores 
ambientales utilizando este sistema básico de dos com- 
ponentes. También se han detectado sistemas de dos 
componentes en otras muchas bacterias, tanto gram-po- 
sitivas como gram-negativas y arquebacterias así como 
en protistas y hongos. Está claro que este mecanismo 
de señalización apareció pronto en el transcurso de la 
evolución celular y que se ha conservado. 

Diversos sistemas de señalización utilizados por las 
células animales tienen también análogos en bacterias. A 
medida que se conocen los genomas completos de más, 
y más diversas, bacterias, se han descubierto genes que 
codifican proteínas similares a proteína Ser o Thr quina- 
sas, proteínas tipo Ras reguladas por la unión de GTP y 
proteínas con dominios SH3. No se han detectado Tyr 
quinasas de receptores en bacterias, pero en algunas 
proteínas bacterianas se encuentran residuos (>Tyr. 


Julius Adler 
Fuente: Cortesía de Hilde- 
gard Wohi Adier.] 


Los sistemas de señalización en plantas tienen algunos de 
los componentes utilizados por microbios y mamíferos 


Al igual que los animales, las plantas vasculares han de 
tener un medio de comunicación entre tejidos para 


coordinar y dirigir el crecimiento y el desarrollo; para 
adaptarse a las condiciones de O,, nutrientes, luz, tem- 
peratura y disponibilidad de agua y para alertar de la 
presencia de compuestos químicos nocivos y patógenos 
dañinos. Han pasado al menos mil millones de años de 
evolución desde que divergieron las ramas de las plan- 
tas y de los animales en los eucariotas, lo que se refleja 
en las diferencias de los mecanismos de señalización: 
algunos mecanismos de plantas se han conservado, es 
decir son similares a los de los animales (proteína qui- 
nasas, proteínas adaptadoras, nucleótidos cíclicos, bom- 
bas iónicas electrogénicas y canales iónico de entrada 
regulada); algunos son similares a los sistemas bacteria- 
nos de dos componentes, mientras que otros son pro- 
pios de las plantas (mecanismos sensores de la luz que 
reflejan cambios estacionales en el ángulo y, por tanto, 
en el color de la luz solar, por ejemplo). El genoma de 
la planta Arabidopsis thaliana codifica unas 1.000 
proteína Ser/Thr quinasas, entre las que hay unas 60 
MAPK y cerca de 400 receptor quinasas asociadas a 
membrana que fosforilan residuos Ser o Thr; diversas 
protema fosfatasas; proteínas adaptadoras que forman 
armazones en los que se reúnen proteínas de complejos 
de señalización; enzimas para la síntesis y degradación 
de nucleótidos cíclicos y 100 o más canales iónicos de 
entre los que unos 20 son de entrada regulada por 
nucleótidos cíclicos. Se encuentran presentes inositol 
fosfolípidos, así como quinasas que los interconvierten 
por fosforilación de los grupos inositol de la cabeza. Aun 
aceptando el hecho que Arabidopsis tiene múltiples 
copias de muchos genes, la presencia de esta gran can- 
tidad de genes refleja la existencia de una amplia gama 
de potencial señalizador 

Algunos tipos de proteínas de señalización comu- 
nes en tejidos animales están ausentes de las plantas o 
están representados sólo por unos pocos genes. Las 
proteína quinasas dependientes de nucleótido cíclico 
(PKA y PKG), por ejemplo, parecen estar ausentes. Los 
genes de las proteínas G heterotriméricas y de la protefí- 
na Tyr quinasa son mucho menos prominentes en el 
genoma de las plantas y el modo de acción de estas 
proteínas es diferente del que tienen en células anima- 
les. La familia de proteínas más abundante en el genoma 
humano, los GPCR, están ausentes del genoma de plan- 
tas. Los receptores nucleares de esteroides de unión a 
DNA no son, ciertamente, prominentes y pueden estar 
ausentes de las plantas. Aunque los vegetales carecen 
del mecanismo más conservado de percepción de la luz 
presente en los animales (la rodopsina, con el retinal 
como pigmento), poseen una rica colección de otros 
mecanismos de detección de la luz que no se encuen- 
tran en los tejidos animales como, por ejemplo, los foto- 
cromos y los criptocromos (Capítulo 20). 


RESUMEN 12.9 Señalización en microorganismos 
y plantas 


M Las bacterias y los microorganismos eucarióticos 
tienen diversos sistemas sensoriales que les permiten 
analizar su entorno y responder al mismo. En el sistema 
de dos componentes, una receptor His quinasa percibe la 
señal y se autofosforila en un residuo His; a continuación 
fosforila el regulador de respuesta en un residuo Asp. 
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FIGURA 12-31 Mecanismo de señalización de dos componentes en 
la quimiotaxis bacteriana. (a) Cuando se coloca £. coli cerca de una 
fuente de un atrayente soluble, lleva a cabo un paseo al azar, orientado 
hacia el atrayente. (b) Los flagelos tienen una estructura helicoida! 
intrínseca y cuando todos los flagelos giran en sentido antihorario, las 
hélices de los flagelos giran conjuntamente y se mueven concertada- 
mente para propulsar la célula hacia adelante en una "carrera". Cuando 
los flagelos giran en sentido horario, los haces de flagelos se separan y ta 
célula da tumbos brevemente hasta que se recupera el giro antihorario y 
la célula empieza a nadar otra vez hacia adelante en una dirección nueva 
y al azar. Cuando se mueva hacia el atrayente ta célula da menos turm- 
bos y, por tanto, carreras más largas; cuando se aleja, los tumbos fre- 
cuentes dan como resultado final un movimiento hacia el atrayente. (c) 
La rotación de los flagelos está controlada por un sistema de dos com- 
ponentes consistente en un receptor histidina quinasa y una proteina 
efectora. Cuando un ligando atrayente se une al dominio receptor del 
receptor unido a membrana, se activa una proteína quinasa en el domi- 
nio citosólico (componente 1) y se autofosforila en una residuo His. Este 
grupo fosforilo se transfiere seguidamente a un residuo Asp de un regu- 
lador de respuesta (componente 2). Después de la fosforilación el regu- 
lador de respuesta se desplaza a la base del flagelo en donde produce un 
giro antihorario de los flagelos, y por consiguiente una carrera. 


MB” Las plantas responden a muchos estímulos ambien- 
tales empleando hormonas y factores de crecimiento 
para coordinar el desarrollo y las actividades metabóli- 
cas de sus tejidos. Los genomas de plantas codifican 
centenares de proteínas de señalización, que incluyen 
algunas muy parecidas a las de los mamíferos. 

MM Las plantas no poseen GPCR ni proteína quinasas 
activadas por CAMP o cGMP. 


12.10 Regulación del ciclo celular 
por proteína quinasa 


Uno de los efectos más espectaculares de las rutas de 
señalización es la regulación del ciclo celular eucarióti- 
co. Durante el crecimiento embrionario, y posterior 
desarrollo, la división celular tiene lugar prácticamente 
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FIGURA 12-32 Ciclo celular eucariota. La duración (en horas) de las 
cuatro etapas varian, pero las que se muestran son típicas. 


en cada tejido. En el organismo adulto muchos tejidos 
se vuelven inactivos. La “decisión” de una célula de 
dividirse o no tiene una importancia crucial para el 
organismo. Cuando los mecanismos reguladores que 
limitan la división celular son defectuosos y las células 
experimentan una división incontrolada, el resultado es 
catastrófico: cáncer. Una correcta división celular 
requiere una secuencia ordenada y precisa de procesos 
bioquímicos que asegure a cada célula hija el conjunto 
completo de las moléculas que requiere para vivir. 
Investigaciones sobre el control de la división celular en 
diversas células eucarióticas han puesto de manifiesto 
unos mecanismos universales de regulación. Los meca- 
nismos de señalización, muy parecidos a los antes des- 
critos, son básicos en la determinación sobre si una 
célula se divide y, en caso positivo, cuando. También 
aseguran el paso ordenado a través de las fases el ciclo 
celular, 


El ciclo celular tiene cuatro fases 


La división celular que acompaña a la mitosis en eucario- 
tas tiene lugar en cuatro fases bien definidas (Fig. 12-32). 
En la fase S (síntesis) el DNA se replica y produce 
copias para las dos células hijas. En la fase G2 (G indica 
el hueco (en inglés gap), entre divisiones), se sintetizan 
proteínas nuevas y la célula dobla aproximadamente su 
tamaño. En la fase M (mitosis), la cubierta nuclear 
materna se rompe, los cromosomas parejos se arrastran 
hacia polos opuestos de la célula, cada conjunto de cro- 
mosomas hijos se rodea por una envoltura nuclear 
recién formada y la citoquinesis corta la célula por la 
mitad, produciendo dos células hijas (véase la Fig. 
24-23). En el tejido embrionario o en un tejido que pro- 
lifera rápidamente cada célula hija se divide de nuevo, 
pero sólo después de un período de espera (G1). En 
cultivos de células animales, el proceso completo dura 
unas 24 horas. 


Actividad quinasa 


Tiempo 


FIGURA 12-33 Variaciones de las actividades de CDK específicas 
durante el ciclo celular en animales, La actividad ciclina E-CDK2 pre- 
senta un máximo cerca de la unión entre las fases G1 y S, cuando el 
enzima activo inicia la síntesis de los enzimas requeridos para la sintesis 
de DNA (véase la Fig. 12-37). La actividad ciclina A-CDK2 aumenta 
durante las fases $ y G2, y disminuye drásticamente en la fase M, coin- 
cidiendo con el máximo de B-CDKI1. La ciclina D es activa mientras esté 
presente el factor de crecimiento (no mostrado). [Fuente: Dato de J, 
Pines, Nature Cell Biol. 1:£73, 1999.) 


Después del paso por mitosis y la entrada en G1, la 
célula o continua otra división o cesa de dividirse 
entrando en una fase de latencia (G0) que puede durar 
horas, días o toda la vida de la célula. Cuando una célu- 
la en G0 empieza a dividirse de nuevo, vuelve a entrar 
en el ciclo de división a través de la fase G1. Las células 
diferenciadas, tales como los hepatocitos o los adipoci- 
tos, han adquirido su función y forma especializadas; 
permanecen en la fase GO. Las células madre retienen 
su potencial de división y diferenciación en cualquiera 
de ciertos tipos celulares 


Los niveles de las proteína quinasas dependientes 

de ciclina experimentan oscilaciones 

La temporización del ciclo celular está controlada por 
una familia de proteína quinasas con actividades que 
cambian en respuesta a señales celulares. Al fosforilar 
proteínas específicas a intervalos temporales precisos, 
estas proteína quinasas dirigen las actividades metabó- 
licas de la célula que producen una división celular 
ordenada. Estas quinasas son heterodímeros con una 
subunidad reguladora, ciclina, y una unidad catalítica, 
proteína quinasa dependiente de ciclina (CDK). 
En ausencia de ciclina, la subunidad catalítica es prácti- 
camente inactiva. Cuando se une ciclina, se abre el sitio 
catalítico, un residuo esencial para la catálisis se vuelve 
accesible y la actividad proteína quinasa de la subuni- 
dad catalítica aumenta 10.000 veces. Las células anima- 
les tienen al menos diez ciclinas diferentes (designadas 
A, B y así sucesivamente) y al menos ocho CDK (desde 
CDK1 a CDK8), que actúan en combinaciones diversas 
en puntos específicos del ciclo celular. Las plantas tam- 
bién utilizan una familia de CDK para regular su división 
celular en los meristemos de la raíz y del tallo, principa- 
les tejidos en los que se da la división. 

En una población de células animales sujetas a una 
división sincronizada, algunas actividades CDK mues- 
tran oscilaciones notables (Fig. 12-33). Estas oscila- 
ciones son el resultado de cuatro mecanismos de regu- 
sación de la actividad CDE: fostoriación O destoriotria 
ción de la CDK, degradación controlada de la subunidad 
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FIGURA 12-34 Activación de proteína quinasas dependientes de ciclina (CDK) por 
ciclina y fosforilación. Las CDK, familia de enzimas relacionados, sólo son activas cuando 
se asocian con ciclinas, otra familia de proteinas. En la estructura cristalina de la CDK2, 
con y sin ciclina, son aparentes las bases de esta activación. (a) Sin ciclina, la CDK2 se 
piiega de forma que un segmento, el bucle T, obstruye el sitio de unión de la proteína sus- 
trato. El sitio de unión de ATP está también cerca del bucle T y queda bloqueado cuande la 
Tyr“ está fosforilada (no mostrado). (b) Cuando se une la ciclina fuerza un cambio de con- 
formación que desplaza el bucle T lejos del sitio activo y reorienta una hélice amino-terminal, 
llevando uno de los residuos esenciales de la catálisis (Glu*) dentro cel sitio activo. (c) 
Cuando un residuo Thr en el bucle T es fostorilado, sus cargas negativas se estabilizan por la 
interacción con tres residuos Arg, lo que mantiene el bucle T lejos del sitio de unión de sus- 
tratos. La eliminación del grupo fosforilo de la Tyr'* permite el acceso de ATP a su sitio de 
unión, activando completamente CDK2 (véase la Fig. 12-35). [Fuentes: (a) PDB 1D 1HCK, U. 


Schulze-Gahmen et al, ) Med. Chem, 39:4540, 1996. (b) PDB ID 1FIN, P.D. Jeffrey et al., 


Nature 376:313, 1995. (c) PDB ID 1ST, A.A. Russo et al., Nature Struct. Biol. 3:696, 1996.] 
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de ciclina, síntesis periódica de CDK y ciclinas, y la 
acción de proteínas inhibidoras específicas de las CDK. 
La activación y desactivación controladas de manera 
precisa en el tiempo de una serie de CDK produce seña- 
les que actúan como un reloj que orquesta los aconteci- 
mientos en la división celular normal asegurando que se 
ha completado una fase antes de comenzar la siguiente. 


Regulación de las CDK por fosforilación La actividad de 
una CDK se ve afectada notablemente por la fosforila- 
ción y desfosforilación de dos residuos críticos de la 
proteína (Fig. 12-34). La fosforilación de la Thr** en la 
CDK2 estabiliza una conformación en la que el “bucle T” 
autoinhibidor se aleja de la hendidura de unión del sus- 
trato de la quinasa, abriéndolo a la unión de proteínas 
sustrato. La desfosforilación de la Tyr' de la CDK2; 
elimina una carga negativa que bloquea la entrada de 
ATP a su sitio de unión. Este mecanismo de activación 
de CDK se autorefuerza: el enzima (PTP) que desfosfo- 
rila (> Tyr'* es a la vez sustrato de la CDK que se activa 
por fosforilación. La combinación de estos factores acti- 
va la CDK de manera multiplicativa, haciendo que fosfo- 
rile dianas proteicas situadas más adelante en la ruta 
que son vitales para el progreso del ciclocelular (Fig. 
12-354). 

La presencia de cortes de cadeng sencilla del DNA 
llevan a la detención del ciclo celular en G2 mediante la 
activación de dos proteínas (ATM y ATR; véase la Fig. 
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12-37), Estas proteínas desencadenan una cascada de 
respuestas que incluyen la inactivación de la PTP que 
desfosforila la Tyr™ de la CDK. Con la CDK inactivada, 
la célula se detiene en G2 incapaz de dividirse hasta que 
se haya reparado el DNA y se inviertan los efectos de la 
cascada. 


Degradación controlada de la ciclina - La degradación 
proteolítica de las ciclinas mitóticas, altamente específi- 
ca y temporalmente precisa, regula la actividad CDK a 
lo largo del ciclo celular (Fig. 12-35b). El paso a través 
de la mitosis requiere primero la activación y luego la 
destrucción de las ciclinas A y B que activan la subuni- 
dad catalítica de la CDK de la fase M. Estas ciclinas 
contienen cerca del extremo amino terminal la secuen- 
cia -Arg-Thr-Ala-Leu-Gly-Asp-Ile-Gly-Asn-, el “recua- 
dro de destrucción” que marca las proteínas para su 
degradación. (Esta utilización del término “recuadro” 
proviene de la práctica común, en los diagramas de 
secuencia de ácidos mucleicos o proteínas, de enmarcar 
dentro de un recuadro una secuencia corta de residuos 
nucleótidos o aminoácidos con una función especial. 
Ello no implica ninguna estructura tridimensional). La 
proteína, DBRP (destruction box recognizing protein: 
proteína que reconoce el recuadro de destrucción), 
reconoce esta secuencia e inicia el proceso de degrada- 
ción de la ciclina poniendo en contacto la ciclina con 
otra proteína, la ubiquitina. La ciclina y la ubiquitina 
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FIGURA 12-35 Regulación de CDK por fosforilación y proteólisis. (a) 
Cuando la célula entra en mitosis, la CDK de la fase M está inactiva 
(paso O) Al sintetizarse ciclina (paso @) se forma el complejo cicli- 
na-CDK (paso @). El bucle T se coloca en el sitio de unión de sustrato 
de CDK, y la @}Tyr® bloquea su sitio de unión a ATP, manteniendo el 
complejo inactivo, Cuando se fosforila la Thr' del bucle T, éste aban- 
dona el sitio de unión de sustrato, y cuando se destosforila la Tyr'*el ATP 
es capaz de unirse. Estos dos cambios activan muchas veces la ciclina 


activada se unen covalentemente mediante el enzima 
ubiquitina ligasa. Varias moléculas más de ubiquitina, se 
unen entonces, proporcionando la señal para que un 
complejo enzimático proteolítico, el proteasoma, 
degrade la ciclina. 

¿Cómo se controla el momento oportuno para la 
degradación de la ciclina? Se produce un bucle de retro- 
alimentación en el proceso global que se muestra en la 
Figura 12-35. El aumento en la actividad de la CDK (paso 
O) conduce a la proteólisis final de la ciclina (paso ®@). 
La ciclina recién sintetizada se asocia con la CKD, acti- 
vándola. La CDK activa fosforila y activa la DBRP. La 
DBRP activa provoca entonces las proteólisis de la cicli- 
na. El descenso de la concentración de ciclina provoca 
una disminución en la actividad de la CDK, y la actividad 
de la DBRP también disminuye a través de una lenta pero 
constante desfosforilación e inactivación por una DBRP 
fosfatasa. El nivel de ciclina se recupera finalmente gra- 
cias a la sintesis de nuevas moléculas de ciclina. 

El papel de la ubiquitina y de los proteasomas no se 
limita a la regulación de la ciclina; tal como veremos en 
el Capítulo 27, ambos actúan en el recambio de proteí- 
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(paso O). Se obtiene activación adicional mediante la acción de CDK, 
que fosforila y activa el enzima que desfosforila @}Tyr" (paso @). (b) El 
complejo activo ciclina-CDK induce su propia inactivación mediante fos- 
forilación de DBRP (destruction box recognizing protein, proteína de 
reconocimiento del recuadro de destrucción: paso @). A continuación 
DBRP y ubiquitina ligasa añaden moléculas de ubiquitina (U) a la ciclina 
(paso @), marcándola para su destrucción por el complejo de enzimas 
proteolíticos denominado proteasoma (paso Q). 


nas celulares, un proceso fundamental en el manteni- 
miento de las condiciones celulares adecuadas. 


Factores de crecimiento estimulan la síntesis de CDK y 
ciclina El tercer mecanismo para cambiar la actividad 
CDK es la regulación de la velocidad de síntesis de cicli- 
nas, de CDK, o de ambas. Señales extracelulares tales 
como factores de crecimiento y citoquinas (señales 
de desarrollo que inducen la división celular) activan, 
por fosforilación, los factores de transcripción nucleares 
Jun y Fos, que promueven la síntesis de muchos de 
productos génicos, entre los que se incluyen ciclinas, 
CDK y el factor de transcripción E2F. A su vez, E2F 
estimula la producción de varios enzimas esenciales 
para la síntesis de desoxinucleótidos y de DNA, y la 
CDK y la ciclina hacen que la célula entre en la fase S 


(Fig. 12-36). 


Inhibición de las CDK Finalmente, proteínas inhibidoras 
específicas se unen e inactivan CDK específicas. Una 
de estas proteínas es la p21, que se discutirá más ade- 
lante. 
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FIGURA 12-36 Regulación de la división celular por factores de cre- 
cimiento. La vía que va desde los factores de crecimiento hasta la división 
celular pasa a través de la cascada enzimática que activa MAPK; la fosfo- 
rilación de los factores de transcripción nucleares Jun y Fos y la actividad 
del factor de transcripción E2F, que promueve la síntesis de varios enzimas 
esenciales para la síntesis de DNA. 


Estos cuatro mecanismos de control modulan la 
actividad de CDK específicas que, a su vez, controlan si 
una célula se dividirá, se diferenciará, se convertirá en 
latente o empezará un nuevo ciclo de división después 
de un periodo de latencia. Los detalles de la regulación 
del ciclo celular, tales como el número de ciclinas y qui- 
nasas diferentes, y las combinaciones en las que actúan, 
difieren entre las diferentes especies, pero el mecanis- 
mo básico se ha conservado durante la evolución de 
todas las células eucarióticas. 


Las CDK regulan la división celular por fosforilación 
de proteinas clave 


Hemos examinado de qué modo la célula mantiene un 
control estricto de la actividad CDK, pero ¿cómo con- 
trola la actividad de la CDK el ciclo celular? La lista de 
proteínas diana sobre las que se sabe que actúan las 
CDK continúa creciendo y queda mucho por explicar. 
Pero podemos ver un patrón general en la regulación 
por CDK al inspeccionar el efecto de las CDK sobre las 
estructuras de la lamina y la miosina y sobre la actividad 
de la proteína del retinoblastoma. 

La estructura de la envoltura nuclear se mantiene 
en parte gracias a la alta organización de redes de fila- 
mentos intermedios compuestos por la proteína lami- 
na. La ruptura de la envoltura nuclear antes de la segre- 
gación de las cromátidas hermanas en la mitosis se 
debe, en parte, a la fosforilación de la lamina por una 
CDK, que provoca la despolimerización de los filamen- 
tos de lamina. 

Una segunda diana de la quinasa es la maquinaria 
contráctil (actina y miosina) impulsada por ATP, que 
pinza una célula en división en dos partes iguales 
durante la citoquinesis. Después de la división, la CDK 
fosforila una pequeña subunidad reguladora de la mio- 
sina, lo que provoca la disociación de la miosina de los 
filamentos de actina e inactiva la maquinaria contráctil. 
Seguidamente la destosforilación permite la reforma- 
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FIGURA 12-37 Regulación del paso de G1 a S por fosforilación de 
pRb. El factor de transcripción E2fF promueve la transcripción de genes 
de ciertos enzimas esenciales en la síntesis de DNA. La proteina del reti- 
noblastoma, pRb, puede unirse a E2F (parte inferior izquierda) inactiván- 
dolio e impidiendo ta transcripción de estos genes. La fosforilación de 
pRb por CDK2 impide que se una a E2F para imactivarlo con lo que se 
transcriben los genes y se permite la división celular. La lesión del DNA 
celular (parte superior izquierda) provoca una serie de acontecimientos 
que inactivan CDK2 bloqueando la división celular. Cuando la proteina 
MRN detecta una lesión en el DNA, activa dos proteina quinasas, ATM y 
ATR, que fosforilan y activan el factor de transcripción p53, p53 pro- 
mueve la síntesis de otra proteína, p21, que es un inhibidor de la CDK2. 
La inhibición de la CDK2 detiene la fosforilación de pRb que, por consi- 
guiente, continúa unida a E2F imhibiéndolo. Con E2F inactivado no se 
transcriben los genes esenciales para la división celutar con lo que ésta 
queda bloqueada. Cuando se ha reparado el DNA se libera la inhibición 
con lo que se divide la célula. 


ción del aparato contráctil para la siguiente ronda de 
citoquinesis. 

Un tercer y muy importante sustrato de la CDK es 
la proteína del retinoblastoma, pRB, que participa 
en el mecanismo que detiene la división celular en G1 si 
se detecta una lesión en el DNA (Fig. 12-37). Llamada 
así por la línea celular de un tumor de retina en que fue 
descubierta, pRb funciona en la mayoría, quizá en 
todos, los tipos celulares regulando la división celular en 
respuesta a una serie de estímulos. La pRb no fosforila- 
da se une al factor de transcripción E2F; mientras está 
unido a pRb, E2F no puede promover la transcripción 
de un grupo de genes necesarios para la síntesis del 
DNA (los genes de la DNA polimerasa a, la ribonucleó- 
tido reductasa, y otras proteínas; véase el Capítulo 25). 
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En este estado el ciclo celular no puede pasar de Gl a 
la fase S, el paso que compromete la célula hacia la 
mitosis y la división celular. El mecanismo de bloqueo 
de pRb-E2F se elimina cuando la pRb se fosforila gra- 
cias a la ciclina E-CDK2, lo que ocurre como respuesta 
a una señal para que continúe la división celular. 
Cuando las proteína quinasas ATM y ATR detectan 
lesiones en el DNA (puestas de manifiesto por la presen- 
cia de la proteína MRN en un sitio de rotura de doble 
cadena), fosforilan p53 activándola para que sirva como 
factor de transcripción que estimula la síntesis de la 
proteína p21 (Fig. 12-37). Esta proteína inhibe la activi- 
dad proteína quinasa de la ciclina E-CDK2. En presencia 
de p21, pRb permanece desfosforilada y unida a E2F, 
bloqueando la actividad de este factor de transcripción 
con lo que el ciclo celular se detiene en Gl. Esto da 
tiempo a la célula para que repare el DNA antes de 
entrar en la fase S, evitando así la transferencia poten- 
cialmente desastrosa de un genoma defectuoso a una o 
a las dos células hijas. Cuando las lesiones son demasia- 
do extensas para permitir una reparación efectiva, esta 
misma maquinaria desencadena un proceso (apoptosis, 
descrito más adelante) que lleva a la muerte de la célula, 
impidiendo así el posible desarrollo de un cáncer. 


RESUMEN 12.10 Regulación del ciclo celular por proteína 
quinasas 


E El paso a través del ciclo celular se regula por las 
proteína quinasas dependientes de ciclma (CDK) que 
actúan en puntos específicos del ciclo fosforilando pro- 
teínas clave y modulando sus actividades. La subunidad 
catalítica de las CDK es inactiva a menos que esté aso- 
ciada con la subunidad ciclina reguladora. 

Mi La actividad del complejo ciclina -CDK cambia 
durante el ciclo celular a través de la síntesis diferencial 
de las CDK, la degradación específica de la ciclina, la 
fosforilación y desfosforilación de residuos críticos en 
las CDK y la unión de proteínas inhibidoras a complejos 
ciclina-CDK específicos. 

E Entre las dianas fosforiladas por las ciclina-CDK se 
encuentran proteínas de la envoltura nuclear y proteínas 
requeridas para la citoquinesis y reparación del DNA, 


12.11 Oncogenes, genes supresores de 
tumores y muerte celular programada 


Los tumores y el cáncer son el resultado de una división 
celular incontrolada. Normalmente, la división celular 
está regulada por una familia de factores de crecimiento 
extracelulares, proteínas que provocan la división de las 
células latentes y, en algunos casos, su diferenciación. 
El resultado es un equilibrio preciso entre la formación 
de células nuevas y la destrucción celular. La regulación 
de la división celular asegura que las células de la piel 
sean reemplazadas cada pocas semanas y que los glóbu- 
los blancos lo sean cada pocos días. Cuando se rompe 
este equilibrio debido a defectos en las proteínas regu- 
ladoras, el resultado es, a veces, la formación de un clon 
celular que se divide de forma repetida y sin regulación 
(un tumor) hasta que su presencia interfiere con la fun- 
ción de los tejidos normales: cáncer. La causa directa es, 
casi siempre, un defecto genético en una o más proteí- 


nas reguladoras de la división celular. En algunos casos, 
se hereda un gen defectuoso de uno de los progenitores; 
en otros casos la mutación se produce cuando un com- 
puesto tóxico del ambiente (mutágeno o carcinógeno) o 
radiaciones de alta energía interaccionan con el DNA de 
una célula dañándola e introduciendo una mutación. En 
la mayoría de ocasiones hay tanto una contribución 
heredada como una contribución ambiental y, también 
en la mayoría de casos se requiere más de una mutación 
para que tenga lugar una división totalmente fuera de 
control y, por consiguiente, un cáncer declarado. 


Los oncogenes son formas mutadas de genes de proteinas 
que regulan el ciclo celular 


Los oncogenes son versiones mutadas de genes 

que codifican proteínas de señalización implica- 
das en la regulación del ciclo celular. Los oncogenes se 
descubrieron originalmente en virus causantes de tumo- 
res. Más tarde se vio que derivaban de genes presentes 
en las células huésped del animal, llamados proto-on- 
cogenes, que codifican proteínas reguladoras del creci- 
miento. Durante una infección vírica, la secuencia de 
DNA de un proto-oncogén del huésped se copia a veces 
por el virus y se incorpora a su genoma donde prolifera 
con el virus. En ciclos de infección posteriores, el pro- 
to-oncogén puede convertirse en defectuoso por ruptu- 
ra o mutación. Los virus, a diferencia de las células 
animales, no poseen mecanismos efectivos para corregir 
los errores producidos durante la replicación del DNA, 
por lo que acumulan mutaciones rápidamente. Cuando 
un virus portador de un oncogén infecta una nueva 
célula huésped, el DNA vírico (y el oncogén) pueden 
incorporarse en el DNA de la célula huésped en donde 
puede interferir con la regulación de la división celular 
en la célula huésped. En un mecanismo no vírico alter- 
nativo, una célula de un tejido expuesta a carcinógenos 
puede sufrir una lesión en el DNA que convierte en 
defectuosa una de sus proteínas reguladoras con el 
mismo efecto que el mecanismo oncogénico: regulación 
defectuosa de la división celular. 

Las mutaciones que producen oncogenes son gené- 
ticamente dominantes; si uno cualquiera de los cromo- 
somas de un par contiene un gen defectuoso, su pro- 
ducto génico envía la señal de “división” y se origina el 
tumor. El defecto oncogénico puede darse en cualquie- 
ra de las proteínas implicadas en la comunicación de la 
señal de “división”. Entre los oncogenes descubiertos 
hasta el presente se encuentran los que codifican pro- 
teínas de secreción que actúan como moléculas de 
señalización, factores de crecimiento, proteínas trans- 
membrana (receptores), proteínas citoplasmáticas 
(proteínas G y proteína quinasas), y factores de trans- 
cripción nucleares que controlan la expresión de genes 
esenciales para la división celular (Jun, Fos). 

Algunos oncogenes codifican receptores de superfi- 
cie con sitios de unión de señal defectuosos o ausentes 
de forma que su actividad Tyr quinasa intrínseca está 
desregulada. Por ejemplo, la oncoproteína ErbB es 
esencialmente idéntica al receptor normal del factor de 
crecimiento epidérmico, excepto que ErbB carece del 
dominio amino-terminal que normalmente une EGF 
(Fig.12-38), por lo que queda fijada en su conforma- 
ción activada. Como resultado de ello, la proteína ErbB 


12.11 Oncogenes, genes supresores de tumores y muerte celular programada 481 


envía la señal de “división” tanto si EGF está presente 
como si no lo está. Mutaciones en erbB2, el gen de un 
receptor Tyr quinasa relacionado con ErbB están 
comúnmente asociadas con cánceres del epitelio glan- 
dular en la mama, estómago y ovarios. (Para entender el 
uso de las abreviaturas con las que se denominan los 
genes y sus productos, véase el Capítulo 25). 

El papel prominente que juegan las proteína quina- 
sas en los procesos de señalización relacionados con la 
división celular tanto normal como anormal las ha con- 
vertido en diana prioritaria en el desarrollo de medica- 
mentos para el tratamiento del cáncer (Recuadro 12-4). 
Las formas mutantes de la proteína G Ras son comunes 
en células tumorales. El oncogén ras codifica una proteí- 
na con una unión normal a GTP pero sin actividad GTPa- 
sa. La proteína Ras mutante está siempre, por tanto, en 
su forma activada (GTP-unido), imdependientemente 
de las señales que llegan a través de los receptores nor- 
males. El resultado puede ser un crecimiento descontro- 
lado. Las mutaciones en ras están asociadas con un 30% 
a un 50% de los carcinomas de pulmón y colon y con más 
de un 90% de los carcinomas pancreáticos. Y 


Defectos en ciertos genes eliminan las restricciones 
normales sobre la división celular 


Los genes supresores tumorales codifican 

proteínas que normalmente reprimen la división 
celular. Mutaciones en uno o varios de estos genes pue- 
den dar lugar a la formación de tumores. El crecimiento 
incontrolado provocado por genes supresores tumora- 
les defectuosos es, a diferencia de los oncogenes, gené- 
ticamente recesivo; los tumores se forman sólo si los 
dos cromosomas de un par contienen un gen defectuo- 
so. Esto es así porque la función de estos genes es impe- 
dir la división celular por lo que si una u otra copia del 
gen es normal, producirá la proteína normal y la inhibi- 
ción normal de la división celular. En una persona que 
hereda una copia correcta y otra defectuosa cada célula 
del cuerpo de esta persona contendrá una copia defec- 
tuosa del gen. Si alguna de esas 101? células somáticas 
experimenta una mutación en la copia buena, puede 
crecer un tumor a partir de esa célula doble mutante. 
Mutaciones en ambas copias de los genes pRb, p53 o 
p21, dan lugar a células en las que se han perdido las 
restricciones sobre la división celular con lo que se 
forma un tumor. 

El retinoblastoma se observa en niños y produce 
ceguera si no se trata quirúrgicamente. Las células del 
retinoblastoma tienen dos versiones defectuosas del 
gen Rb (dos alelos defectuosos). Niños de muy corta 
edad que desarrollan retinoblastoma presentan común- 
mente múltiples tumores en ambos ojos. Estos niños 
han heredado una copia defectuosa del gen Rb que está 
presente en todas las células; cada tumor es consecuen- 
cia de una única célula de la retina que ha sufrido una 
mutación en su copia buena del gen £b. (Un feto con los 
dos alelos mutados en cada célula es inviable). Los 
pacientes de retinoblastoma que sobreviven a la infan- 
cia tienen también una alta incidencia de cánceres de 
pulmón, próstata o mama más adelante. 

Un hecho mucho menos probable es que una perso- 
na que nazca con dos copias buenas del gen Rb sufra 
mutaciones independientes en ambas copias en la 
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FIGURA 12-38 Receptor de EGF defectuoso codificado por un onco- 
gén. El producto del oncogén erbB (la proteína ErbB) es una versión 
recortada del receptor normal del factor de crecimiento epidérmico 
(EGP). Su dominio intracelular tiene la estructura normalmente inducida 
por la unión de EGF, pero la proteína carece del sitio de unión extracelu- 
lar para EGF. Sin regulación por EGF, ErbB mantiene de forma constante 
la señal de división celular. 


mismo célula. Algunos individuos desarrollan retino- 
blastorna al final de la infancia, normalmente con un 
único tumor en un solo ojo. Estos individuos nacieron, 
presumiblemente, con dos copias buenas (alelos) de Rb 
en cada célula, pero han sufrido mutaciones en ambos 
alelos Rb en una misma célula de la retina, produciendo 
un tumor. Después de los tres años de edad, las células 
de la retina dejan de dividirse por lo que los retinoblas- 
tomas a edades más avanzadas son muy raros. 

Los genes estabilizadores (también llamados genes 
vigilantes) codifican proteínas que funcionan en la repa- 
ración de defectos genéticos importantes debidos a 
replicación aberrante del DNA, radiación ionizante o 
carcinógenos ambientales. Las mutaciones en estos 
genes conducen a una frecuencia elevada de lesiones no 
reparadas (mutaciones) en otros genes, incluidos los 
proto-oncogenes y los genes supresores tumorales y, de 
este modo, al cáncer. Entre los genes estabilizadores se 
encuentran ATM (véase la Fig. 12-37); la familia génica 
XP, en la que las mutaciones producen xeroderma pig- 
mentosum y los genes BRCA1 asociados con algunos 
tipos de cáncer de mama (véase el Recuadro 25-1). 
Mutaciones en el gen de p53 también producen tumo- 
res; en más del 90% de los carcinomas cutáneos huma- 
nos de células escamosas (cánceres de piel) y en apro- 
ximadamente un 50% de todos los demás cánceres 
humanos, p53 es defectuoso. Los raros individuos que 
heredan una copia defectuosa de p53 normalmente 
presentan el síndrome canceroso de Li-Fraumeni, en el 
que se producen múltiples cánceres (de mama, cerebro, 
huesos, sangre, pulmón y piel) con una alta frecuencia 
y a una edad temprana. La explicación para estos tumo- 
res múltiples en este caso es igual que en el caso de las 
mutaciones de Rb: es probable que un individuo nacido 
con una copia defectuosa de p53 en cada célula somáti- 
ca sufra una segunda mutación en p53 en más de una 
célula durante su vida. 

En resumen, pues, hay tres clases de defectos que 
pueden contribuir al desarrollo del cáncer: (1) oncoge- 
nes, en los que el defecto es el equivalente del pedal del 


482  Bioseñalización 


RECUADRO 12-4 MEDICINA 


Desarrollo de inhibidores de proteína quinasas 


para el tratamiento del cáncer (continua) 


Cuando una célula se divide sin limitación reguladora 
alguna, da lugar, finalmente, a un clon de células tan 
grande que interfiere con las funciones fisiológicas nor- 
| males (Fig. 1). En esto consiste el cáncer, una causa 
| principal de muerte en el mundo desarrollado y cada 
| vez con más incidencia en los países en desarrollo. En 
todos los tipos de cáncer la regulación normal de la 
división celular no es funcional debido a defectos en 
|| uno o más genes. Por ejemplo, los genes que codifican 
| proteínas que normalmente envían señales intermiten- 
| tes para la división celular se transforman en oncoge- 
nes, produciendo proteínas de señalización constituti- 
|, vamente activas; o genes que codifican proteínas que 
| normalmente restringen la división celular (genes 
| supresores tumorales) y que mutan produciendo pro- 
teínas que carecen de esta función de frenado. En 
|| muchos tumores se dan los dos tipos de mutaciones. 
| Muchos oncogenes y genes supresores tumorales 
|| codifican proteína quinasas o proteínas que actúan en 
rutas con anterioridad a las proteína quinasas. Es, por 
tanto, razonable esperar que inhibidores específicos de 
proteína quinasas puedan ser valiosos en el tratamiento 
del cáncer. Por ejemplo, una forma mutante del recep- 
tor de EGF es un receptor Tyr quinasa (RTK) constan- 


acelerador de un coche que queda bloqueado, con el 
motor en marcha a alta velocidad; (2) los genes supreso- 
res tumorales mutados en los que el defecto es equiva- 
lente a un fallo en los frenos; y (3) los genes estabilizado- 
res mutados en los que el defecto conduce a la no repa- 
ración de un daño en la maquinaria de replicación celular, 
equivalente a la acción de un mecánico incompetente. 
El efecto de las mutaciones en oncogenes y genes 
supresores tumorales no es de todo o nada. En algunos 
cánceres, quizás en todos, la progresión desde una célu- 
la normal a un tumor maligno requiere una acumula- 
ción de mutaciones (algunas veces durante varias déca- 
das), ninguna de las cuales, por sí sola, es responsable 
del efecto final. Por ejemplo, el desarrollo del cáncer 
colorrectal tiene varias etapas reconocibles, cada una 
de ellas asociada a una mutación (Fig. 12-39). Si una 
célula epitelial normal en el colon experimenta una 
mutación de las dos copias del gen supresor tumoral 


temente activo que señala división celular tanto si está 
presente el EGF como si no (véase la Fig. 12-38). En 
aproximadamente el 30% de todas las mujeres con 
cáncer de mama invasivo, una mutación en el gen 
receptor HER2/neu produce un RTK con actividad 
incrementada en hasta 100 veces. Otro RTK, el recep- 
tor del factor de crecimiento del endotelio vas- 
cular (VEGFR ), ha de ser activado para la formación 
de nuevos vasos sanguíneos (angiogénesis) para pro- 
veer a un tumor sólido su propio suministro de sangre 
con lo que la inhibición de VEGFR podría dejar al 
tumor sin los nutrientes esenciales. Las Tyr quinasas 
no receptores también pueden mutar con el resultado 
de una de una señalización constante y una división 
celular sin regular. Por ejemplo, el oncogén Abl (de 
Abelson leukemia virus) está asociado con la leucemia 
mieloide aguda, enfermedad sanguínea relativamente 
rara (-5.000 casos anuales en los Estados Umdos). 
Otro grupo de oncogenes codifican proteína quinasas 
dependientes de ciclina no reguladas. En cada uno de 
estos casos, inhibidores de proteína quinasas específi- 
cos podrían ser valiosos agentes quimioterápicos en el 
tratamiento de la enfermedad. No es sorprendente que 
se estén realizando grandes esfuerzos en el desarrollo 
de tales inhibidores. ¿Cómo se podría afrontar este 
reto? 

Las proteína quinasas de todos los tipos muestran 
una sorprendente conservación de la estructura en el 
sitio activo. Todas ellas comparten con la estructura 
prototípica de la PKA las características que se mues- 
tran en la Figura 2: dos lóbulos que contienen el sitio 
activo, con un bucle P que ayuda a alinear y unir los 
grupos fosforilo del ATP, un bucle de activación que 


FIGURA 1 División desreguleca de uns sola célula cel color llevó 2 
un cáncer primario Cue hizo metastasis en el nigado Los cánceres 
secundarios se ver como manchas blancas en este higado obtenido 
er una autoosi. Fuente: CNRI/Science Source. ] 


APC (adenomatous polyposis coli), empieza a dividirse 
más rápido de lo normal y produce un clon de sí mismo, 
un pólipo benigno (adenoma temprano). Por razones 
que aún no se conocen, las mutaciones de APC dan 
lugar a una inestabilidad cromosómica con lo que regio- 
nes enteras de un cromosoma se pierden o se reordenan 
durante la división celular. Esta inestabilidad puede dar 
lugar a otra mutación, normalmente en ras, que con- 
vierte el clon en un adenoma intermedio. Una tercera 
mutación (a menudo en el gen supresor tumoral DCC) 
conduce a un adenoma tardío. Sólo cuando las dos 
copias de p53 se convierten en defectuosas esta masa 
celular se convierte en un carcinoma, un tumor maligno 
potencialmente mortal. La secuencia completa requie- 
re, por lo tanto, al menos siete “golpes” genéticos: dos 
en cada uno de los tres genes supresores tumorales 
(APC, DCC y p53) y uno en el proto-oncogén ras. Hay 
probablemente varias rutas para el cáncer colorrectal, 
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se mueve para abrir el sitio activo al sustrato proteico 
y una hélice C que cambia de posición cuando se acti- 
va el enzima y lleva los residuos de la hendidura de 
fijación del sustrato a sus posiciones de unión. 

Los inhibidores más sencillos de las proteína qui- 
nasas son análogos del ATP que ocupan el sitio de 
unión del ATP pero que no pueden actuar como 
dadores del grupo fosforilo. Se conocen muchos de 
estos compuestos, pero su utilidad clínica está limita- 
da por su falta de selectividad: inhiben prácticamente 
todas las proteína quinasas con lo que se producirían 
efectos secundarios inaceptables. Se observa una 
mayor selectividad con compuestos que llenan par- 
cialmente el sitio de unión de ATP pero que también 
interaccionan fuera de este sitio con partes de la 
proteína exclusivas de la proteína quinasa diana. Una 
tercera estrategia posible se basa en el hecho de que 
aunque la conformación activa de todas las proteína 
quinasas es similar, su conformación inactiva no lo es. 
Los medicamentos que se dirigen a la conformación 
inactiva de una proteína quinasa específica e impiden 
su conversión en la forma activa pueden tener una 
mayor especificidad de acción. Un cuarto enfoque 
emplea la gran especificidad de los anticuerpos. Por 
ejemplo, los anticuerpos monoclonales que unen las 
porciones extracelulares de RTK específicos podrían 
eliminar la actividad quinasa del receptor al impedir 
la dimerización o al eliminarlo de la superficie celular, 
En algunos casos, un anticuerpo que se uniese de 
manera selectiva a la superficie de las células cance- 
rosas podría hacer que el sistema inmune atacase 
dichas células. 

La búsqueda de medicamentos activos contra 
proteína quinasas específicas ha proporcionado resul- 
tados esperanzadores. Por ejemplo, el mesilato de 
imatinib (Gleevec; Fig. 3a), una de las molécula 
pequeñas inhibidoras es casi 100% efectivo en conse- 
guir la remisión en pacientes con leucemia mieloide 
crónica en sus primeras fases. El erlotinib (Tarceva; 
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pero es probable que continúe siendo válido el principio 
de que la malignidad completa sólo es el resultado de 
mutaciones múltiples. Al acumularse la mutaciones a lo 
largo del tiempo, las posibilidades de desarrollar un 
cáncer declarado aumentan con la edad (Fig. 12-39). 

Cuando se detecta un pólipo en el estado de adeno- 
ma temprano y se eliminan quirúrgicamente las células 
que contienen las mutaciones iniciales, no se desarro- 
llan los adenomas tardíos y los carcinomas; de ahí la 
importancia de una detección precoz. También las célu- 
las y los organismos tienen sus sistemas de detección 
precoz. Por ejemplo, las proteínas ATM y ATR descritas 
en la Sección 12.10 pueden detectar lesiones demasiado 
importantes en el DNA para poderlas reparar de manera 
efectiva. Desencadenan entonces, a través de una ruta 
en la que interviene p53, el proceso de apoptosis en el 
que una célula que se ha convertido en peligrosa para el 
organismo se suicida. 


| 
Fig. 3b), cuya diana es el EGFR, es efectivo contra el | 
cáncer de pulmón no microcítico avanzado (NSCLC). | 
Dado que en muchos sistemas de señalización de divi- 

sión celular intervienen más de una proteína quinasa, 
los inhibidores que actúan sobre varias proteína qui- 
nasas pueden ser útiles en el tratamiento del cáncer. 
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FIGURA 2 Características conservadas del sitio activo de las pro- 
teína quinasas. Los lóbulos amino- y carboxilo-terminales rodean el 
sitio activo del enzima, cerca del bucle catalítico y del sitio de unión 
de ATP. El bucie de activación de ésta y muchas otras quinasas expe- 
rimenta fosforilación, a continuación se desplaza lejos del sitio activo 
para exponer la hendidura de unión del sustrato, que en esta imagen 
está ocupada por un inhibidor específico de este enzima, PD318088. 
El bucle P es esencial para la unión del ATP y la hélice C también ha 
de estar alineada correctamente para la unión del ATP y la actividad 
quinasa. [Fuente: PDB ID 1591, J.F. Ohren et al., Nature Struct. Mol 
Biol. 111192, 2004.] 


(Continua en la página siguiente) 


A aa n 


— 


El desarrollo de métodos de secuenciación rápidos y 
de bajo coste ha abierto una nueva ventana para conocer 
el proceso por el que se desarrolla un cáncer. En un estu- 
dio de cáncer en humanos, se determinaron las secuen- 
cias de todos los 20.000 genes en aproximadamente 
3.300 tumores diferentes, y después se compararon con 
las secuencias génicas de tejidos no cancerosos proce- 
dentes en cada caso del mismo paciente. En total se 
detectaron casi 300.000 mutaciones. Tan sólo una peque- 
ña parte de estas mutaciones, las mutaciones conduc- 
toras, eran la causa de la división celular no regulada; la 
gran mayoría (>99%) eran “mutaciones pasajeras” que 
ocurrían al azar y no conferían una ventaja selectiva para 
el crecimiento en el tejido en el que aparecían. Entre las 
mutaciones conductoras se hallaron aproximadamente 
75 en genes supresores de tumores y 65 en oncogenes. 
Estas 140 mutaciones conductoras se encuadraban en 
tres categorías generales: las que afectan a la superviven- 
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RECUADRO 12-4 MEDICINA 


Desarrollo de inhibidores de proteína quinasas para 


el tratamiento del cancel 


El sunitinib (Sutent) y el sorafenib (Nexavar) tienen 
como diana varias proteína quinasas, entre ellas 
VEGFR y PDGFR. Estos dos fármacos se utilizan clí- 
nicamente en pacientes con tumores gastrointestina- 
les y en carcinoma de célula renal avanzado, respecti- 
vamente. El trastuzumab (Herceptin), el cetuximab 
(Erbitux) y el bevacizumab (Avastin) son anticuerpos 
monoclonales cuyas dianas son HER2/neu, EGFR y 
VEGFR, respectivamente; los tres fármacos se utilizan 
clínicamente para ciertos tipos de cáncer. El conoci- 
miento detallado de la estructura alrededor del sitio 
de unión del ATP posibilita el diseño de fármacos que 
inhiben una proteína quinasa específica al (1) blo- 
quear el sitio de unión del ATP crítico, mientras que 
(2) interaccionan con residuos alrededor de este sitio 
que son exclusivos de la proteína quinasa concreta. 

Hay al menos un centenar de compuestos en 
ensayos preelínicos. Entre los medicamentos que se 
están evaluando algunos se obtienen de fuentes natu- 
rales y algunos por síntesis química. El indirubin es un 
componente de una preparación china a base de hier- 
bas utilizada tradicionalmente para tratar ciertas leu- 
cemias; inhibe CDK2 y CDK5. La roscovatina (Fig. 
3d), una adenina sustituida, tiene un anillo bencilo 
que hace que sea un inhibidor muy específico de 
CDK2. Con varios centenares de fármacos anticáncer 
potenciales prontos a ser ensayados clínicamente, es 
realista esperar que algunos serán más efectivos o 
más específicos de la diana que los actualmente en 
uso. 


FIGURA 3 Algunos inhibidores de proteína quinasas actualmente en ensayos 
clínicos o en uso clínico, mostrando su unión a la proteína diana. (a) El imatinib 
se une al sitio activo de la quinasa del oncogén Abl (PDB iD NEP); ocupa tanto el 
sitio de unión del ATP como una región adyacente a dicho sitio. (b) El erlotinib 
se une al sitio activo de EGFR (PDA ID 14417), (o), (d) La roscovatina es un inhi- 
bidor de las quinasa dependientes de ciclina CDK2, CDK7 y CDK9; aqui se 
muestran la unión normai de Mg? -ATP en el sitio activo (c) y la unión de la ros- 
covatina (d) que impide la unión de ATP. . [Fuentes: (a) PDB ID 8EP, B. Nagar et 
al., Cancer Res. 62:4236, 2002. (b) PDB ID 1M17, 1. Stamos et al., 4 Biol. Cherm. 
277:46, 2002. (c) PDB ID 1591, J. F. Ohren et al., Nature Struct. Mol. Biol. 11:1192, 
2004. (d) PDB ID 2A4L, w.f. De Azevedo et al., Eur. }. Biochem. 243:518, 1997.] 


cia celular (en genes que codifican Ras, PIBK, MAPK, por 
ejemplo), las que afectan la capacidad de la célula para 
mantener el genoma intacto (ATM, ATR), y las que afec- 
tan el destino celular, haciendo que la célula se divida, se 
diferencie o se mantenga quiescente (APC es un ejem- 
plo). Un número relativamente pequeño de mutaciones 
fueron muy comunes en múltiples tipos de cáncer, como 
por ejemplo en los genes Ras, p53 y pRb, Y 


La apoptosis es el suicidio celular programado 


Muchas células pueden controlar con precisión el tiem- 
po de su propia muerte por el proceso de muerte celu- 
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lar programada, o apoptosis (del griego “decaer”, 
como en las hojas que caen en el otoño). Un desencade- 
nante de la apoptosis es el daño irreparable al DNA. La 
muerte celular programada también tiene lugar en el 
desarrollo de un embrión, cuando algunas células deben 
morir para proporcionar a un tejido u órgano su forma 
final. El retallado de los dedos a partir de yemas en los 
extremos del brazo implica una temporización precisa 
de la muerte de las células entre los huesos de los dedos 
en desarrollo. Durante el desarrollo del nematodo C. 
elegans a partir de un huevo fertilizado, exactamente 
131 células (de un total de 1.090 células somáticas en el 
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FIGURA 12-39 Transición en múltiples pasos desde una célula epite- 
lial normal a un cáncer colorectal. Mutaciones seriadas en oncogenes 
(verde) o genes supresores tumorales (rojo) conducen de manera pro- 
gresiva a un control menor de la división celular, hasta que finalmente se 
forma un tumor activo, que, a veces, puede experimentar metástasis 
(dispersión desde e! sitio inicial a otras partes del cuerpo). La mutación 
del gen MMR lleva a una reparación defectuosa del DNA y, en conse- 
cuencia, a una velocidad de mutación superior. Mutaciones en ambas 
copias dei gen supresor tumoral APC conducen a agrupamientos benig- 
nos de células epiteliales que se multiplican demasiado rápidamente 
(adenoma temprano). El oncogén CDC4 produce una ubiquitinación 
defectuosa, la cual es esencial para la regulación de las quinasas depen- 
dientes de ciclina (véase la Fig. 12-35). Los oncogenes KRAS y BRAF 
codifican las proteínas ras y raf (véase la Fig. 12-19) y esta disrupción 
adicional de la señalización conduce a la formación de un adenoma 
grande, que puede ser detectado por colonoscopia como un pólipo 
benigno. Mutaciones oncogénicas en el gen PIIK que codifica el enzima 
fosfoinositot-3 quinasa, o en PTEN, que regula la síntesis de este enzima, 


embrión) deben sufrir una muerte programada para 
poder construir el cuerpo adulto. 

La apoptosis cumple también algunas misiones en 
otros procesos además del desarrollo, Cuando una célu- 
la productora de anticuerpos empieza a producir anti- 
cuerpos contra una proteína o glucoproteína presente 
en el cuerpo, esa célula experimenta una muerte pro- 
gramada en la glándula del timo, un mecanismo esencial 
para eliminar los anticuerpos contra uno mismo (la 
causa de muchas enfermedades autoinmunes). El des- 
prendimiento mensual de células de la pared uterina 
(menstruación) es otro caso de muerte celular normal 
mediada por apoptosis. La caída de las hojas en otoño 
es el resultado de la apoptosis en células específicas del 
tallo. Algunas veces el suicidio celular no está progra- 
mado sino que tiene lugar como respuesta a unas cir- 
cunstancias biológicas que amenazan el resto del orga- 
nismo. Por ejemplo, una célula infectada por un virus 
que muere antes de que se complete el ciclo infeccioso 
impide la propagación del virus a células vecinas. Varias 
situaciones de estrés severo tales como calor, hiperos- 
molaridad, luz UY, y radiación gamma también provocan 
el suicidio celular; seguramente el organismo se encuen- 
tra mejor si cualquier célula aberrante está muerta. 
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produce un refuerzo adicional de la señal: divide ahora. Cuando una 
célula de uno de los pólipos experimenta mutaciones adicionales en los 
genes supresores tumorales DCC y p53 (véase la Fig. 12-37, por ejemplo, 
se forman tumores cada vez más agresivos. Finalmente, mutaciones en 
otros genes supresores tumorales tales como SMADA4 originan un tumor 
maligno y, a veces, un tumor metastásico que puede extenderse a otros 
tejidos. Un segundo tipo de mutación que puede empeorar los efectos 
nocivos es el que afecta la producción o acción de factores de creci- 
miento o sus receptores (parte inferior). Mutaciones en EGFR (receptor 
del factor de crecimiento epidérmico) o TGF-8 (factor de crecimiento 
transformador-8) favorecen el crecimiento incontrolado, al igual que 
mutaciones en los enzimas que producen ciertas prostaglandinas (COX- 
2; ciclooxigenasa; véase la Fig. 10-17) o el enzima 15-PGDH (15-hidroxi- 
prostaglandina deshidrogenasa). La mayoría de los tumores malignos de 
atros tejidos son, probablemente, consecuencia de una serie de muta- 
ciones como ésta, aunque no necesariamente de estos mismos genes o 
en este orden. [Fuente: Información de S.D. Markowitz y M.M. Bertagno- 
lli, N. Engl. J. Med. 361:2449, 2009, Fig. 2.] 


En los mecanismos de regulación que desencade- 
nan la apoptosis intervienen algunas de las mismas 
proteínas que regulan el ciclo celular. La señal de suici- 
dio a menudo proviene del exterior, a través de un 
receptor de la superficie. El factor de necrosis tumoral 
(TNF), producido por células del sistema inmunitario, 
interacciona con células a través de receptores específi- 
cos del TNF. Estos receptores tienen sitios de unión de 
TNF en la cara externa de la membrana plasmática y un 
“dominio de muerte” (-80 residuos aminoácidos) que 
pasa la señal de autodestrucción a través de la membra- 
na a proteínas del citosol tales como TRADD (TNF 
receptor-associated death domain; dominio de muerte 
asociado al receptor de TNF) (Fig. 12-40). 

Cuando la caspasa 8, una caspasa “iniciadora”, se 
activa por una señal apoptótica transportada a través de 
FADD, continúa su autoactivación mediante un corte de 
su propia forma proenzimática. La mitocondria es una 
de las dianas de la caspasa 8 activa. La proteasa produce 
la liberación de ciertas proteínas localizadas entre las 
membranas mitocondriales interna y externa: citocro- 
mo c y varias caspasas “efectoras” (véase la Fig. 19-39). 
El citocromo c se une a la forma proenzimática del enzi- 
ma efector caspasa 9 y estimula su activación proteolíti- 


486  Bioseñalización 


Membrana 


| sti Dominios 
PA de muerte 
ESS mia 


que "EF 
` e 
# ` 

TER EY e 


Mitocondria 


Citocromo c Caspasas 
Apaf-1 y sir 
Apoptosoma 


PR =? , - 
P i s e 


O X% | IN vA A j a h ” 
Procaspasa-9 á | 4 | H l 
Caspasa-9 | -e 


z7; | (Cir 
Apo aan pa O 


is 
— — e el 


FIGURA 12-40 Acontecimientos iniciales de la apoptosis. Señales 
extracelulares iniciadoras de la apoptosis (TNFa) se une a su receptor 
especifico en la membrana plasmática. El receptor ocupado interacciona 
con la proteína citosólica TRADD a través de “dominios de muerte” 
(dominios de 80 aminoácidos tanto en el receptor de TNFa como en 
TRADD), activando TRADD. La activación de TRADD inicia una cascada 
proteolítica que conduce a la apoptosis: TRADD activa la caspasa-8 que 
actúa liberando el citocromo c de la mitocondria, el cual, concertada- 
mente con la proteína Apaf-1, activa la caspasa-9 y se desencadena la 
apoptosis (véase la Fig. 19-39). 


ca. La caspasa 9 activada cataliza, a su vez, una gran 
destrucción de proteínas celulares, una causa principal 
de la muerte celular apoptótica. Una diana específica 
de la acción de las caspasas es una desoxirribonucleasa 
activada por caspasa. 

En la apoptosis, los productos monoméricos de la 
degradación de proteínas y del DNA (aminoácidos y 
nucleótidos) se liberan en un proceso controlado que 
permite que sean captados y reutilizados por células 
vecinas. La apoptosis permite, así, que el organismo 
elimine una célula que ya no se necesita o que es poten- 
cialmente peligrosa sin desperdiciar sus componentes. 


RESUMEN 12.11 Oncogenes, genes supresores tumorales y 
muerte celular programada 


M Los oncogenes codifican proteínas de señalización 
defectuosas. Al dar continuamente la señal de división 
celular provocan la formación de un tumor. Los oncoge- 
nes son genéticamente dominantes y pueden codificar 


factores de crecimiento, receptores, proteínas G, pro- 
teína quinasas, o reguladores nucleares de la transcrip- 
ción defectuosos. 

E Los genes supresores tumorales codifican proteínas 
reguladoras que normalmente inhiben la división celular; 
las mutaciones en estos genes son genéticamente recesi- 
vas pero pueden desencadenar la formación de tumores. 
© El cáncer es generalmente el resultado de una acu- 
mulación de mutaciones en los oncogenes y en los 
genes supresores tumorales. 

M Cuando se mutan los genes estabilizadores, que 
codifican proteínas necesarias para la reparación de 
lesiones genéticas, otras mutaciones quedan sin reparar, 
entre ellas mutaciones en proto-oncogenes y en genes 
supresores tumorales, que pueden provocar el cáncer. 
MB” La apoptosis es la muerte celular programada y con- 
trolada que funciona durante el desarrollo normal y en 
la edad adulta para desprenderse de células no necesa- 
rias, dañadas o infectadas. La apoptosis puede ser des- 
encadenada por señales extracelulares, tales como el 
TNF, a través de receptores de la membrana plasmática. 


E Términos clave 
Todos los términos en negrita están definidos en el glosario. 


transducción factor de intercambio 

de señal 437 de nucleótidos de 
especificidad 437 guanosina (GEF) 443 
cooperatividad 438 secuencia consenso 445 
amplificación 438 P-arrestina 
cascada enzimática 438 (Parr; arrestina 2) 448 
modularidad 438 quinasas de receptor 
proteínas acoplado a proteína G 

de armazón 438 (GRK) 449 
desensibilización 438 proteína de unión al ele- 
integración 439 mento de respuesta a 
localización cAMP (CREB) 449 

de respuesta 439 proteína G inhibidora 
receptores acoplados (G) 449 

a proteína G proteínas 

(GPCR) 440 adaptadoras 450 
proteínas de unión AKAP (proteínas de anclaje 

de nucleótidos a la quinasa A) 450 

de guanosina 440 fosfolipasa C (PLC) 450 


proteínas G 440 
segundo mensajero 440 


Inositol 1, 4, 
5-trisfosfato (IP,) 450 


agonista 441 proteína quinasa C 
antagonista 441 (PKC) 451 
receptores proteína fluorescente 

P-adrenérgicos 441 verde (GFP) 452 
receptores transferencia de energía 

heptahelicoidales 441 por resonancia 
proteína G estimuladora fluorescente 

(G,) 441 (FRET) 452 
adenilil ciclasa 441 calmodulina (CaM) 451 
proteína quinasa proteína quinasas depen- 

dependiente de cAMP dientes 

(proteína quinasa A; de Ca**/calmodulina 

PKA) 441 (CaM quinasas) 452 
bucle P 444 rodopsina 456 
proteína activadora de opsina 456 


la GTPasa (GAP) 443 


regulador de la 
señalización por 


proteína G (RGS) 443 


rodopsina quinasa 457 
potencial 

de receptor 458 
gustducina 458 


E Problemas 


receptor Tyr quinasa 
(RTK) 460 
autofosforilación 461 
dominio SH2 461 
Ras 462 
proteínas G 
pequeñas 462 
MAPK 463 
guanosina 3',5'monofosfato 
cíclico (GMP cíclico; 
cGMP) 465 
proteína quinasa depen- 
diente de cGMP (pro- 
teína quinasa G; 
PKG) 466 
factor natriurético auricular 
(ANF) 466 
NO sintasa 466 
dominios PTB 467 
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elemento de respuesta a 


1. Experimentos hormonales en sistemas acelulares En 
la década de 1950, Earl W. Sutherland, Jr., y sus colegas lleva- 
ron a cabo experimentos pioneros para descubrir el meca- 
nismo de acción de la adrenalina y el glucagón. A partir de lo 
que ha aprendido sobre la acción hormonal en este capítulo, 
interprete cada uno de los experimentos descritos a continua- 
ción. Identifique la sustancia X e indique el significado de los 
resultados. 

(a) La adición de adrenalina a un homogenado de hígado 
normal provocó un incremento en la actividad de la glucógeno 
fosforilasa. Sin embargo, si el homogenado se centrifuga pri- 
mero a alta velocidad y se añade adrenalina o glucagón a la 
fracción clara del sobrenadante que contiene fosforilasa, no se 
observa ningún incremento en la actividad fosforilasa. 

(b) Cuando la fracción particulada de la centrifugación en 
(a) se trató con adrenalina, se produjo la sustancia X. La sus- 
tancia se aisió y purificó. A diferencia de la adrenalina, la sus- 
tancia X activaba la glucógeno fosforilasa al añadirla a la 
fracción del sobrenadante claro del homogenado de la centri- 
fugación. 

(c) La sustancia X era termoestable; es decir, que el trata- 
miento con calor no afectó su capacidad para activar la fosfo- 
rilasa. (Pista: ¿Sería éste el caso si la sustancia X fuera una 
proteína?) La sustancia X era casi idéntica a un compuesto 
obtenido cuando se trató ATP puro con hidróxido de bario. (La 
Figura 8-6 le será de utilidad). 


2. Efecto del dibutiril cAMP frente al cAMP en células 
intactas Los efectos fisiológicos de la adrenalina deberían en 
principio ser imitados al adicionar cAMP a las células diana, En 
la práctica, la adición de cAMP a células diana intactas sólo 
produce una mínima respuesta fisiológica. ¿Por qué? Cuando 
se añade el derivado dibutiril CAMP (mostrado abajo) relacio- 
nado estructuralmente, a células intactas, la respuesta fisioló- 
gica esperada aparece en seguida. Explique la base de la 


diferencia en la respuesta celular a estas dos sustancias. El 
dibutiril cAMP es ampliamente usado en estudios de función 
del cAMP. 
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Dibutiril cAMP 
(N*, O” Dibutiril adenosina 3',5"-monofosfato cíclico) 


3. Efecto de la toxina del cólera sobre la adenilil 
ciclasa La bacteria gram-negativa Vibrio cholerae 
produce una proteína, la toxina del cólera (M, 90.000), que es 
la responsable de los síntomas característicos del cólera: pér- 
dida masiva del agua corporal y Na* a través de una diarrea 
continua y debilitante. Si los fhuidos corporales y el Na* no son 
repuestos, aparece una deshidratación severa; si no se trata, la 
enfermedad es a menudo fatal. Cuando la toxina del cólera 
accede al tracto intestinal humano se une fuertemente a sitios 
específicos en la membrana plasmática de las células epitelia- 
les que recubren el intestino delgado, haciendo que la adenilil 
cicilasa experimente una activación prolongada (horas o días). 

(a) ¿Cuál es el efecto de la toxina del cólera sobre la 
[CAMP] en las células intestinales? 

(b) Basándose en la información anterior, sugiera cómo 
funciona normalmente el CAMP en las células epiteliales intes- 
tinales. 

(c) Sugiera un posible tratamiento para el cólera. 

4. Mutaciones en la PKA Explique cómo las mutaciones en 
la subunidad R o C de la proteína quinasa dependiente de 
cAMP (PKA) pueden llevar a (a) una PKA activa constante- 
mente o (b) a una PKA inactiva constantemente. 

5. Efectos terapéuticos del albnterol Los sínto- 

mas respiratorios del asma se deben a la constricción de 
los bronquios y bronquiolos de los pulmones debido a la con- 
tracción del músculo liso de sus paredes. Esta constricción se 
puede invertir incrementando la [cAMP] en el músculo liso. Ex- 
plique los efectos terapéuticos del albuterol, un agonista 9-adre- 
nérgico que se toma para el asma (por inhalación). ¿Esperaría 
que este medicamento tuviera algún efecto secundario? ¿Cómo 
se podría diseñar un fármaco que no tuviera estos efectos? 


6. Terminación de señales hormonales Las señales trans- 
portadas por hormonas finalmente deben ser terminadas. Des- 
criba varios mecanismos diferentes para la terminación de 
señales 


7. Utilización de FRET para explorar las interacciones 
proteína-proteína in vivo. La Figura 12-8 muestra la inte- 
racción entre la fB-arrestina y el receptor B-adrenérgico. ¿De 
qué modo usaría la FRET (véase el Recuadro 12-2) para de- 
mostrar esta interacción en células vivas? ¿Qué proteínas fu- 
sionaría? ¿Qué longitud de onda utilizaría para iluminar las 
células y cuál utilizaría para el seguimiento? ¿Qué esperaría 
observar en caso de que hubiese interacción? ¿Y si no tuviese 
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lugar? ¿Cómo podría explicar el fracaso de este método para 
demostrar esta interacción? l 


8. Inyección de EGTA El EGTA (ácido etilengli- 
col-bis(/Faminoetil éter)-N,N,N’,N’- tetraacético) es un agente 
quelante con un elevada afinidad y especificidad para Ca**. Al 
microinyectar una célula con la solución de Ca**-EGTA apro- 
piada, se puede evitar que la [Ca**] citosólica aumente por en- 
cima de 10m. ¿Cómo podría una microinyección de EGTA 
afectar la respuesta celular a la vasopresina (véase la Tabla 
12-4)? ¿Y al glucagón? 


9. Amplificación de señales hormonales Describa todas 
las fuentes de amplificación en el sistema receptor de insulina. 


10. Mutaciones en ras ¿De qué modo una mutación en ras 
que lleva a una proteína Ras sin actividad GTPasa afecta a la 
respuesta de una célula a la insulina? 


11. Diferencias entre proteínas G Compare las proteínas G 
del tipo G,, que actúan en la transducción de señal de recepto- 
res F-adrenérgicos, y Ras. ¿Qué propiedades comparten? ¿En 
qué difieren? ¿Cuál es la diferencia funcional entre G, y G,? 


12. Mecanismos para la regulación de proteínas quina- 
sas Identifique ocho tipos generales de proteína quinasas que 
se encuentran en células eucarióticas, y explique qué factor es 
directamente responsable de la activación de cada tipo. 


13. Análogos de GTP no hidrolizables Muchos enzimas 
pueden hidrolizar GTP entre los fosfatos 3 y y. El análogo del 
GTP $, y-imidoguanosina 5'-trifosfato Gpp(NB)p, mostrado 
abajo, no puede ser hidrolizado entre los fosfatos ĝ y y. 


GppiNH)p 
(Sy imidoguanosina S'-trifosfato) 
Prediga el efecto de la microinyección de Gpp(NH)p en un 
miocito sobre la respuesta celular a una estimulación fLadre- 
nérgica. 


14. Utilización de la unión de una toxina para la purifi- 
cación de una proteína de canal La a-bungarotoxina es 
una potente neurotoxina que se encuentra en el veneno de 
una serpiente (Bungarus multicinctus). Se une con elevada 
especificidad a la proteína del receptor nicotínico de acetilco- 
lina (AChR) e impide que se abra el canal iónico. Se utilizó 
esta interacción para purificar AChR del órgano eléctrico del 
pez torpedo. 

(a) Diseñe una estrategia para utilizar la «-bungarotoxina 
unida covalentemente a perlas cromatográficas para purificar 
la proteína de AChR (Sugerencia: Vea la Fig. 3-17c). 

(b) Diseñe una estrategia para el uso de ('*I] a-bungaro- 
toxina para purificar la proteína AChR. 


15. Excitación desencadenada por hiperpolarización En 
muchas neuronas, la despolarización de la membrana lleva a 
la apertura de canales iónicos dependientes de voltaje, a la 
generación de un potencial de acción y, en último término, a 
un flujo de Ca” hacia el interior que provoca la liberación de 


neurotransmisor en el extremo del axón. Idee una estrategia 
celular por la que la hiperpolarización en los bastones pu- 
diera producir excitación de la vía visual y el paso de señales 
visuales al cerebro. (Pista: La vía de señalización neuronal en 
organismos superiores consiste en una serie de neuronas que 
retransmiten información al cerebro. La señal liberada por una 
neurona puede ser excitadora o inhibidora para la siguiente 
neurona pos-sináptica). 


16. Desensibilización visual La enfermedad de 

Oguchi es una forma hereditaria de ceguera nocturna. 
Los individuos afectados recuperan la visión lentamente des- 
pués de un destello de luz brillante sobre un fondo oscuro, tal 
como las luces de un coche en una autopista. Sugiera qué de- 
fecto(s) molecular(es) puede(n) ser la causa de la enferme- 
dad de Oguchi. Explique en términos moleculares por qué este 
defecto produce ceguera nocturna, 


17. Efecto de un análogo permeable del cGMP sobre los 
bastones El 8-Br-cGMP, un análogo del cGMP, es permeable 
a las membranas celulares, sólo se degrada lentamente por la 
actividad PDE de los bastones y es tan efectivo como el cGMP 
en la apertura del canal regulado del segmento externo de la 
célula. Si se suspenden bastones en un tampón que contiene 
una [8-Br-cGMP] relativamente elevada y a continuación se 
iluminan las células mientras se mide el potencial de mem- 
brana, ¿qué observará? 


18. Sensaciones gustativas caliente y fría Las sensacio- 
nes de calor y frío se transducen por un grupo de canales ca- 
tiónicos regulados por la temperatura. Por ejemplo, TRPVI, 
TRPV3 y TRPM8 están normalmente cerrados, pero se abren 
en las condiciones siguientes: TRPV1 a 243°C; TRPV3 a 233°C 
y TRPM8 a <25°C. Estos canales se expresan en neuronas 
sensoriales que se sabe que son responsables de la sensación 
de temperatura. 

(a) Proponga un modelo razonable para explicar de qué 
modo la exposición de una neurona sensorial que contenga 
TRPV1 a temperaturas elevadas produce una sensación de calor. 

(b) La capsaicina, uno de los ingredientes activos de la 
pimienta “picante”, es un agonista de TRPVI1. La capsaicina 
muestra una activación del 50% en la respuesta de TRPV1 a 
una concentración (es decir, tiene una EC,,) de 32 nm. Expli- 
que por qué incluso muy pocas gotas de salsa de pimienta pi- 
cante puede saber muy “caliente” sin que le queme realmente, 

(c) El mentol, uno de los componentes activos de la menta, 
es un agonista de TRPM8 (EC,, 30 mm) y de TRPV3 (EC,, = 
20mm). ¿Qué sensación esperaría del contacto con bajas con- 
centraciones de mentol? ¿Y con altas concentraciones? 


19. Oncogenes, genes supresores tumorales y tu- 

mores Proporcione una explicación plausible sobre 
cómo podrían llevar a una división celular sin restricciones, 
cada una de las situaciones siguientes. 

Las células del cáncer de colon contienen a menudo muta- 
ciones en el gen que codifica el receptor de la prostaglandina 
E,. La PGE, es un factor de crecimiento necesario para la divi- 
sión de las células del tracto gastrointestinal. 

El sarcoma de Kaposi, un tumor frecuente en las personas 
con SIDA sin tratar, está producido por un virus portador de 
un gen de una proteína similar a los receptores de quimioqui- 
nas CXCR1 y CXCR2. Las quimioquinas son factores de creci- 
miento con especificidad de célula. 

El adenovirus, un virus tumoral, es portador de un gen de 
la proteína ElA que se une a la proteína del retinoblastoma, 
pRb. (Pista: Vea la Fig. 12-49). 
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Una característica importante de muchos oncogenes y de 
genes supresores tumorales es su especificidad por el tipo ce- 
lular. Por ejemplo, no se encuentran mutaciones en el receptor 
de PGE, en los tumores pulmonares. Explique esta observa- 
ción. (Tenga en cuenta que la PGE, actúa a través de un GPCR 
en la membrana plasmática). 


20. Mutaciones en genes supresores tumorales y onco- 
genes Explique por qué las mutaciones en genes supresores 
tumorales son recesivas (las dos copias del gen han de ser 
defectuosas para que la regulación de la división celular sea 
defectuosa) mientras que las mutaciones en oncogenes son 
dominantes. 


21. Retinoblastoma en niños Explique por qué al- 
(Y) gunos niños con retinoblastoma desarrollan múltiples 
tumores de retina en ambos ojos, mientras que otros tienen un 
único tumor en un solo ojo. 


22. Especificidad de una señal para un único tipo celu- 
lar Discuta la validez de la siguiente proposición. Una molé- 
cula de señalización (hormona, factor de crecimiento o 
neurotransmisor) obtiene respuestas idénticas en diferentes 
tipos de células diana si contienen receptores idénticos. 


E Problema de análisis de datos 


23. Exploración de la sensación de gusto en ratones Los 
sabores agradables constituyen una adaptación evolutiva para 
animar a los animales a consumir alimentos nutritivos. Zhao y 
colaboradores (2003) examinaron las dos principales sensa- 
ciones agradables del gusto: dulce y umami. El umami es un 
“gusto sabroso no salado único” provocado por aminoácidos, 
especialmente aspartato y glutamato que, probablemente, 
anima a los animales a consumir alimentos ricos en proteína. 
El glutamato monosódico (MSG) es un potenciador del sabor 
que explota esta sensibilidad. 

En el momento en que se publicó el artículo, se habían 
caracterizado de manera tentativa las proteínas receptoras es- 
pecíficas del gusto (marcadas SR en la Fig. 12-42) dulce y 
umami. Se conocían tres de estas proteínas (T1R1, TIR2 y 
T1R3) que funcionan en forma de complejos receptores hete- 
rodiméricos: T1R1-T1R3 se identificó de manera tentativa 
como el receptor del umami y TIR2-T1R3 como el receptor 
del dulce. No estaba claro de qué manera se codificaba la sen- 
sación del gusto y se enviaba al cerebro habiéndose propuesto 
dos modelos posibles. En el modelo basado en la célula, células 
sensoras del gusto individuales expresan sólo una clase de re- 
ceptor; es decir, hay “células dulces”, “células amargas”, “célu- 
las umami”, etc. de modo que cada tipo de células envía su 
información al cerebro a través de nervios diferentes. El cere- 
bro “conoce” qué gusto se ha detectado por la identidad de la 
fibra nerviosa que transmite el mensaje. En el modelo basado 
en el receptor, las células sensoras del gusto individuales tie- 
nen diversas clases de receptores que envían mensajes dife- 
rentes a lo largo de la misma fibra nerviosa al cerebro, 
dependiendo el mensaje según sea el receptor activado. En 
aquel momento tampoco estaba claro si había alguna interac- 
ción entre las diferentes sensaciones del gusto o si se necesi- 
taban partes de un sistema sensor de sabor para otras 
sensaciones de sabor. 

(a) Trabajos previos habían demostrado que diferentes 
proteínas de los receptores del gusto se expresan en conjuntos 
no solapantes de células receptoras del gusto. ¿Qué modelo 
apoya este hecho? Explique su razonamiento. 


Zhao y colaboradores construyeron un conjunto de “rato- 
nes suprimidos” (knockout) (ratones homozigotos para 
alelos con pérdida de función de una de las tres proteínas recep- 
toras, T1IR1, TIR2 o TIR3) y ratones con doble supresión con 
T1R2 y TIR3 no funcionales. Se midió la percepción del gusto 
de estos ratones midiendo la “tasa de lamedura” de soluciones 
que contenían diferentes moléculas saborizantes. Los ratones 
lamen el pitorro de un biberón que contiene una solución con 
un sabor agradable más a menudo que una con una solución de 
gusto desagradable. Se midieron las tasas relativas de lamedura: 
con qué frecuencia los ratones lamían una solución de muestra 
en comparación con agua. Una tasa de lamedura relativa de 1 
indicaba falta de preferencia; <1 aversión; >1 preferencia. 

(b) Los cuatro tipos de cepas suprimidas tenían las mis- 
mas respuestas a los gustos salado y amargo que las cepas sil- 
vestres. ¿Cuál de las cuestiones anteriores pretendía resolver 
este experimento? ¿Qué concluye de los resultados? 

Se estudió a continuación la recepción del gusto umami 
midiendo las tasas relativas de lamedura por parte de las dife- 
rentes cepas de ratones con diferentes cantidades de MSG en 
la solución nutritiva. Observe que las soluciones también con- 
tenían inosina monofosfato (IMP) que es un fuerte potencia- 
dor de la recepción del gusto umami (y un ingrediente común 
de las sopas ramen (con fideos), junto con el MSG) y amelo- 
ride, que suprime el gusto salado agradable impartido por el 
sodio del MSG. Los resultados se muestran en la gráfica. 
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ipo salvaje y 


suprimido en TIR2 


Suprimido en TRI 
Suprimido en TIR3 


Tasa relativa de lamedura 


1 10 100 
MSG + IMP + ameloride (mm) 


(c) ¿Son consistentes estos datos con que el receptor del 
gusto umami consiste en un heterodímero de TIRI y TIR3? 
¿Por qué sí o por qué no? 

(d) ¿Qué modelo o modelos de codificación de gusto 
apoya este resultado? Explique su razonamiento. 

Zhao y colaboradores llevaron a cabo seguidamente una 
serie de experimentos similares utilizando sacarosa como sa- 
bor dulce. Estos resultados se muestran a continuación. 


20 
Tipo salvaje y 
suprimido en TIRI 


Doble suprimido 
en TIR2-TI1R3 


Suprimido en TIR2 
Suprimido en TIR3 


Tasa relativa de lamedura 


1 100 1.000 
Sacarosa (mm) 


(e) ¿Son estos datos consistentes con que el receptor del 
sabor dulce consiste en un heterodímero de T1R2 y T1R3? 
¿Por qué sí o por qué no? 
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(fÐ) Hubo algunas respuestas inesperadas a concentracio- 
nes muy elevadas de sacarosa. ¿De qué modo complican la 
idea de un sistema heterodimérico tal como se ha presentado 
anteriormente? 

Además de azúcares, los humanos también apreciamos 
como dulces otros compuestos (por ej., los péptidos monelina 
y aspartamo); los ratones no les encuentran sabor dulce. Zhao 
y colaboradores insertaron en los ratones suprimidos en T1R2 
una copia del gen humano T1R2 bajo control del gen promotor 
de TiR2 del ratón. Estos ratones modificados ahora recono- 
cían el sabor dulce de la monelina y de la sacarina. A continua- 
ción añadieron a los ratones suprimidos en RITI la proteína 
RASSL, un receptor unido a una proteína G del opiáceo sinté- 
tico espiradolina; el gen de RASSL estaba bajo control de un 


promotor que podía ser inducido alimentando los ratones con 
tetraciclina. Estos ratones no preferían la espiradolina en au- 
sencia de tetraciclina; en presencia de tetraciclina mostraron 
una fuerte preferencia por la espiradolina a concentraciones 
nanomolares. 

(g) ¿De qué modo refuerzan estos experimentos las con- 
clusiones de Zhao y colaboradores acerca del mecanismo de la 
sensación del gusto? 
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1 metabolismo es una actividad celular muy coor- 

dinada en la que muchos sistemas multienzimáti- 

cos (rutas metabólicas) cooperan para (1) obte- 
ner energía química a partir de la captura de energía 
solar o degradando nutrientes ricos en energía obteni- 
dos del ambiente; (2) convertir moléculas nutrientes en 
las moléculas características de la propia célula, inclui- 
dos los precursores de macromoléculas; (3) polimerizar 
los precursores monoméricos en macromoléculas: pro- 
teínas, ácidos nucleicos, y polisacáridos; y (4) sintetizar 
y degradar biomoléculas requeridas en funciones celu- 
lares especializadas, tales como los lípidos de membra- 
rra, mensajeros intracelulares y pigmentos. 

Aunque el metabolismo abarca cientos de reaccio- 
nes diferentes catalizadas por enzimas, las rutas meta- 
bólicas centrales, nuestro foco de atención principal en 
la Parte Il, son pocas y son, además, notablemente 
similares en todas las formas de vida. Los organismos 
vivos se pueden dividir en dos grandes grupos según la 
forma química a través de la que obtienen carbono del 
medio. Los autótrofos (tales como las bacterias foto- 
sintéticas, las algas verdes y las plantas superiores) 
pueden utilizar dióxido de carbono de la atmósfera 
como única fuente de carbono a partir de la cual cons- 
truyen todas sus biomoléculas carbonadas (véase la Fig. 
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1-5). Los heterótrofos no pueden utilizar el dióxido de 
carbono atmosférico por lo que han de obtener carbono 
del ambiente en forma de moléculas orgánicas relativa- 
mente complejas tales como la glucosa. Los animales 
multicelulares y la mayoría de microorganismos son 
heterotróficos. Las células y organismos autotróficos 
son relativamente autosuficientes, mientras que las 
células y organismos heterotróficos, con su necesidad 
de carbono en formas más complejas, han de subsistir a 
partir de los productos de otros organismos. 

Muchos organismos autotróficos son fotosintéticos 
y obtienen su energía a partir de la luz solar mientras 
que los organismos heterotróficos obtienen su energía 
de la degradación de nutrientes orgánicos producidos 
por los autótrofos. En nuestra biosfera, los autótrofos y 
los heterótrofos viven conjuntamente en un gran ciclo 
interdependiente en el que los organismos autotróficos 
utilizan el dióxido de carbono atmosférico para cons- 
truir sus biomoléculas orgánicas, generando algunos de 
ellos en el proceso oxígeno a partir de agua. Los heteró- 
trofos, a su vez, utilizan los productos orgánicos de los 
autótrofos como nutrientes y devuelven dióxido de 
carbono a la atmósfera. Algunas de las reacciones de 
oxidación que producen dióxido de carbono también 
consumen oxígeno, convirtiéndolo en agua. De este 
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modo carbono, oxígeno y agua se ciclan constantemen- 
te entre los mundos heterotrófico y autotrófico, con la 
energía solar como fuerza motriz de este proceso global 
(Fig. 1). 

Todos los organismos vivos necesitan también una 
fuente de nitrógeno, necesaria para la síntesis de ami- 
noácidos, nucleótidos y otros compuestos. Las bacte- 
rias y las plantas pueden, generalmente, utilizar amo- 
níaco o nitratos como única fuente de nitrógeno, pero 
los animales vertebrados deben obtener nitrógeno en 
forma de aminoácidos u otros compuestos orgánicos. 
Sólo unos cuantos organismos, las cianobacterias y 
muchas especies de bacterias del suelo que viven sim- 
bióticamente en las raíces de algunas plantas, son capa- 
ces de convertir (“fijar”) nitrógeno atmosférico (N,) en 
amoníaco, Otras bacterias (las bacterias nitrificantes) 
oxidan el amoníaco a nitritos y nitratos, y otras convier- 
ten el nitrato en N,. Las bacterias anamox convierten 
amoníaco y nitrito en N,. Así, además de los ciclos glo- 
bales del carbono y del oxígeno, en la biosfera opera un 
ciclo del nitrógeno en el que se transforman enormes 
cantidades de nitrógeno (Fig. 2). El ciclado del carbo- 
no, oxígeno y nitrógeno, en el que intervienen en últi- 
mo término todas las especies, depende de un equili- 
brio adecuado entre las actividades de los productores 
(autótrofos) y los consumidores (heterótrofos) en 
nuestra biosfera. 

Estos ciclos de materia son impulsados por un enor- 
me flujo de energía hacia y a través de la biosfera, que 
empieza con la captura de la energía solar por los orga- 
nismos fotosintéticos y la utilización de esta energía 
para generar glúcidos y otros nutrientes orgánicos ricos 
en energía; estos nutrientes se utilizan a su vez como 
fuentes de energía por los organismos heterotróficos. 
En los procesos metabólicos, y en todas las transforma- 
ciones de energía, se produce una pérdida de energía 
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FIGURA 1 Ciclo del dióxido de carbono y del oxigeno entre los domi- 
nios autotrófico (fotosintético) y heterotrófico en la biosfera. El flujo 
de masa a través del ciclo es enorme; se transforman anualmente alre- 
dedor de 4 x 10" toneladas métricas de carbono en la biosfera. 
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FIGURA 2 Ciclo del nitrógeno en la biosfera. El nitrógeno gas (N,) 
constituye el 80% de la atmósfera terrestre. 


útil (energía libre) y un aumento inevitable de la canti- 
dad de energía no utilizable (calor y entropía). Por 
tanto, a diferencia del ciclado de la materia, la energía 
fluye en una sola dirección a través de la biosfera; los 
organismos no pueden regenerar energía útil a partir de 
energía disipada en forma de calor y entropía. Carbono, 
oxígeno y nitrógeno se reciclan continuamente pero la 
energía se transforma constantemente en formas no 
utilizables como el calor. 

El metabolismo, que es la suma de todas las trans- 
formaciones químicas que se producen en una célula u 
organismo, tiene lugar en una serie de reacciones cata- 
lizadas enzimáticamente que constituyen las rutas 
metabólicas. Cada uno de los pasos consecutivos de 
una ruta metabólica ocasiona un pequeño cambio quí- 
mico específico, normalmente la eliminación, transfe- 
rencia o adición de un átomo o grupo funcional determi- 
nado. El precursor se convierte en producto a través de 
una serie de intermediarios metabólicos denominados 
metabolitos. El término metabolismo intermedia- 
rio se aplica a menudo a las actividades combinadas de 
todas las rutas metabólicas que interconvierten precur- 
sores, metabolitos y productos de baja masa molecular 
(generalmente M, < 1.000). 

El catabolismo es la fase degradativa del metabo- 
lismo en el que moléculas nutrientes orgánicas (glúci- 
dos, grasas y proteínas) se convierten en productos más 
pequeños y sencillos (por ej., ácido láctico, CO, y NH,). 
Las rutas catabólicas liberan energía, parte de la cual se 
conserva en la formación de ATP y transportadores 
electrónicos reducidos (NADH, NADPH y FADH,); el 
resto se pierde en forma de calor. En el anabolismo, 
también llamado biosíntesis, precursores pequeños y 
sencillos se integran en moléculas mucbo mayores y 
complejas entre las que se incluyen los lípidos, polisa- 
cáridos, proteínas y ácidos nucleicos. Las reacciones 
anabólicas requieren un aporte de energía, generalmen- 
te en forma del potencial de transferencia del grupo 


FIGURA 3 El gran cuadro general: relaciones energéticas entre rutas 
catabólicas y anabólicas. Las rutas catabólicas suministran energía quí- 
mica en forma de ATP NADH, NADPH, y FADH,. Estos transportadores 
de energía se utilizan en las rutas anabólicas para convertir moléculas 
precursoras pequeñas en macromoléculas celulares. 
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fosforilo del ATP y el poder reductor del NADH, NADPH 
y FADH, (Fig. 3). 

Algunas rutas metabólicas son lineales y otras son 
ramificadas, dando varios productos fmales útiles a par- 
tir de un solo precursor o convirtiendo varios materiales 
de partida en un solo producto. En general, las rutas 
catabólicas son convergentes mientras que las anabóli- 
cas son divergentes (Fig. 4). Algunas rutas son cícli- 
cas: uno de los componentes iniciales de la ruta se 
regenera en una serie de reacciones que convierten otro 
material de partida en un producto. En los siguientes 
capítulos veremos ejemplos de cada tipo de ruta. 

La mayoría de células contienen los enzimas para 
llevar a cabo tanto la degradación como la síntesis de 
las categorías importantes de biomoléculas - ácidos 
grasos, por ejemplo-. La síntesis y degradación simultá- 
neas de ácidos grasos sería sin embargo un despilfarro, 
que se evita regulando recíprocamente las secuencias 
de reacciones anabólicas y catabólicas: cuando una 
tiene lugar la otra está suprimida. Tal regulación no 
podría tener lugar si las rutas anabólica y catabólica 
estuviesen catalizadas por exactamente el mismo con- 
junto de enzimas, operando en una dirección para el 
anabolismo y en la opuesta para el catabolismo: la inhi- 
bición de un enzima implicado en el catabolismo tam- 
bién inhibiría la secuencia de reacciones en la dirección 
anabólica. Las rutas catabólica y anabólica que conec- 
tan los mismos puntos finales (glucosa — — piruvato 
y piruvato — — glucosa, por ejemplo) pueden emplear 
muchos enzimas de forma común pero, invariablemen- 
te, al menos uno de los pasos está catalizado por enzi- 
mas diferentes en las direcciones anabólica y catabóli- 
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FIGURA 4 Tres tipos de rutas metabólicas no lineales: 
(a) convergente, catabólica; (b) divergente, anabólica y (c) 
cíclica. En (c) uno de los materiales de partida (en este caso 
oxalacetato) se regenera y vuelve a entrar en la ruta. El ace- 
tato, intermedio metabólico clave, es el producto de degra- 
dación de diversos combustibles (a), sirve como precursor 
para un conjunto de productos (b), y se consume en la ruta 
catabólica conocida como ciclo del ácido cítrico (c). 
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ca, siendo estos enzimas los sitios de regulación espe- 
cíficos. Además, para que tanto la ruta anabólica como 
la catabólica sean esencialmente irreversibles, las reac- 
ciones que son específicas de cada dirección deben 
incluir por lo menos una que sea termodinámicamente 
muy favorable; dicho de otro modo, una reacción para 
la cual la reacción inversa sea muy desfavorable. Como 
una contribución más a la regulación independiente de 
las secuencias de reacción catabólica y anabólica, los 
pares de rutas anabólicas y catabólicas se dan frecuen- 
temente en compartimientos celulares diferentes: por 
ejemplo, el catabolismo de los ácidos grasos en la mito- 
condria, la smtesis de ácidos grasos en el citosol. Las 
concentraciones de intermedios, enzimas y reguladores 
se pueden mantener a niveles diferentes en estos com- 
partimientos separados. Puesto que las rutas metabóli- 
cas están sujetas a control cinético por la concentra- 
ción de sustrato, los depósitos separados de interme- 
dios anabólicos y catabólicos contribuyen también al 
control de las velocidades metabólicas. Los dispositivos 
para la separación de procesos anabólicos y catabólicos 
serán de interés especial en nuestra discusión del 
metabolismo. 

Las rutas metabólicas están reguladas a varios nive- 
les, tanto desde el interior de la célula como desde el 
exterior. La regulación más inmediata es a través de la 
disponibilidad de sustrato; cuando la concentración 
intracelular del sustrato de un enzima está próxima o 
por debajo de la K_ (tal como sucede frecuentemente), 
la velocidad de la reacción depende fuertemente de la 
concentración de sustrato (véase la Fig. 6-11). Un 
segundo tipo de control rápido desde el interior es la 
regulación alostérica por un intermediario metabólico o 
coenzima (un aminoácido o ATP, por ejemplo) que seña- 
la el estado metabólico interno de la célula. Cuando la 
célula tiene una cantidad suficiente de aspartato, por 
ejemplo, para sus necesidades inmediatas, o cuando el 
nivel celular de ATP indica que no es necesario de 
momento un consumo adicional de combustible, estas 
señales inhiben de forma alostérica la actividad de uno o 
más enzimas de la ruta pertinente. En los organismos 
multicelulares las actividades metabólicas de los diferen- 
tes tejidos son reguladas e integradas por factores de 
crecimiento y hormonas que actúan desde el exterior de 
la célula. En algunos casos, esta regulación tiene lugar 
de forma prácticamente instantánea (algunas veces en 


menos de un milisegundo) a través de cambios en los 
niveles de mensajeros intracelulares que modifican la 
actividad de las moléculas de enzima existentes median- 
te mecanismos alostéricos o a través de una modifica- 
ción covalente tal como la fosforilación. En otros casos, 
la señal extracelular modifica la concentración celular de 
un enzima a través de la alteración de la velocidad de su 
síntesis o degradación. de forma que el efecto sólo se 
nota después de unos minutos u horas. 

Empezamos la Parte II con una discusión de los 
principios energéticos básicos que gobiernan todo el 
metabolismo (Capítulo 13). A continuación considera- 
mos las principales rutas catabólicas mediante las que 
las células obtienen energía a partir de la oxidación de 
diversos combustibles (Capítulos 14 a 20). Los Capítu- 
los 19 y 20 son el punto central de la discusión sobre el 
metabolismo; tratan del acoplamiento quimiosmótico de 
la energía, que es el mecanismo universal por el que un 
potencial electroquímico transmembrana, producido 
por la oxidación de un sustrato o por absorción de la luz, 
impulsa la síntesis de ATP. 

Los Capítulos 20 a 22 describen las principales 
rutas anabólicas mediante las que las células utilizan la 
energía del ATP para producir glúcidos, lípidos, aminoá- 
cidos y nucleótidos a partir de precursores más senci- 
llos. En el Capítulo 23 nos alejamos de nuestra visión 
detallada de las rutas metabólicas (tal como se dan en 
todos los organismos desde Escherichia coli a los seres 
humanos) y consideramos de qué modo están reguladas 
e integradas en los mamiferos mediante mecanismos 
hormonales. 

Pero antes de empezar el estudio del metabolismo 
intermediario, una última palabra. Intente no olvidar 
que la pléyade de reacciones descritas en estas páginas 
se dan en organismos vivos en los que juegan papeles 
cruciales. Pregúntese sobre cada reacción y cada ruta 
¿Qué consigue el organismo con esta transformación 
química? ¿Cómo se interconecta esta ruta con las res- 
tantes rutas que tienen lugar simultáneamente en la 
misma célula para obtener la energía y los productos 
requeridos para el mantenimiento y crecimiento celula- 
res? Estudiado con esta perspectiva, el metabolismo 
proporciona conocimientos fascinantes y reveladores 
sobre la vida, con incontables aplicaciones en medicina, 
agricultura y biotecnología. 


CAPÍTULO 13 


Bioenergética y tipos 
de reacción bioquímicos 


Hay herramientas, disponibles on-line, para el auto-estudio que le ayudarán a practicar lo que han aprendido y que reforzarán 
los conceptos del capítulo. Vaya a www.macmillanlearning.com/LehningerBiochemistry7e 
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trabajo para permanecer vivos, crecer y reprodu- 
irse. La capacidad de aprovechar la energía y 
canalizaria en trabajo biológico es una propiedad funda- 
mental de todos los organismos vivos; debió ser adquiri- 
da muy pronto en la evolución celular. Los organismos 
modernos realizan una notable variedad de transduccio- 
nes de energía, conversiones de una forma de energía a 
otra. Utilizan la energía química de los combustibles 
para conseguir la síntesis de macromoléculas comple- 
jas, altamente ordenadas, a partir de precursores senci- 
llos. También convierten la energía química de los com- 
bustibles en gradientes de concentración y gradientes 
eléctricos, en movimiento, calor e incluso, en algunos 
organismos como las luciérnagas y algunos peces abisa- 
les, en luz. Los organismos fotosintéticos transducen la 
energía luminosa en todas estas otras formas de energía. 
Los mecanismos químicos en los que se basan las 
transducciones biológicas de energía han fascinado y 
desafiado a los biólogos durante siglos. El químico fran- 
cés Antoine Lavoisier reconoció que los animales trans- 
forman de algún modo los combustibles químicos (ali- 
mentos) en calor y que este proceso de la respiración es 
esencial para la vida. Observó que 


| | as células y los organismos vivos han de desarrollar 


...£n general, la respiración no es más que una com- 
bustión lenta de carbono e hidrógeno, que es total- 
mente similar a lo que ocurre en una lámpara o 
candela encendidas y que, desde este punto de 
vista, los animales que respiran son verdaderos 
cuerpos combustibles que se queman y consumen a 
si mismos...Uno podría decir que esta analogía entre 


combustión y respiración 
no ha escapado a la obser- 
vación de los poetas, o más 
bien de los filósofos de la 
antigúedad, quienes la han 
comentado e interpretado. 
Este fuego robado del 
cielo, esta antorcha de 
Prometeo, no representa 
solamente una idea inge- 
niosa y poética, es una 
representación fiel de las 
operaciones de la natura- 
leza, al menos en lo que 
respecta a los animales que respiran; uno puede 
decir, por tanto, con los antiguos, que la antorcha de 
la vida se enciende a sí misma en el momento en 
que un recién nacido respira por primera vez y no 
se extingue sino con la muerte*. 


En el siglo XX, se empezó a conocer una gran parte 
de la química en que se basa esta “antorcha de la vida”. 
Las transducciones biológicas de energía obedecen las 
mismas leyes químicas y físicas que gobiernan el resto 
de procesos naturales. Es, por tanto, esencial para el 
estudiante de bioquímica entender estas leyes y la forma 
en que son aplicables al flujo de energía en la biosfera. 

En este capítulo revisaremos primeramente las 
leyes de la termodinámica y las relaciones cuantitativas 
entre energía libre, entalpía y entropía. Describiremos 
seguidamente los tipos de reacciones bioquímicas 
comunes que tienen lugar en las células vivas, reaccio- 
nes que aprovechan, almacenan, transfieren y liberan la 
energía captada por los organismos a partir de su entor- 
no. Nuestro interés se desplazará seguidamente a las 
reacciones que tienen un papel especial en los inter- 
cambios de energía biológicos, y en particular del ATP. 
Finalmente, consideraremos la importancia de las reac- 


Antoine Lavoisier, 1743-1794 
[Fuente: INTERFOTO/Alamy.] 


* De una memoria de Armand Seguin y Antoine Lavoisier, fechada en 
1789, citada en Lavoisier, A. (1862) Oeuvres de Lavoisier, Imprime- 
rie Impériale, Paris. 
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ciones de oxidación-reducción en las células vivas, la 
energética de las reacciones de transferencia de elec- 
trones, y los transportadores de electrones empleados 
normalmente como cofactores en estos procesos. 


13.1 Bioenergética y termodinámica 


La bivenergética es el estudio cuantitativo de las trans- 
ducciones de energía, cambios de una forma de ener- 
gía en otra, que tienen lugar en las células vivas y de la 
naturaleza y función de los procesos químicos sobre los 
que se basan estas transducciones. Aunque muchos de 
los principios de la termodinámica ya se han introduci- 
do en capítulos anteriores y pueden serles familiares, 
vale la pena revisar aquí los aspectos cuantitativos de 
estos principios. . 


Las transformaciones biológicas de energia 
obedecen las leyes de la termodinámica 


Muchas observaciones cuantitativas realizadas por físi- 
cos y químicos sobre la interconversión de las diferen- 
Les fornas de energía condujeron a la formulación, en el 
siglo XIX, de dos leyes fundamentales de la termodiná- 
mica. La primera ley es el principio de conservación de 
la energía: en cualquier cambio físico o quimico, la 
cantidad total de energía en el universo permanece 
constante; la energía puede cambiar de forma o 
puede ser transportada de una región a otra, pero 
no puede ser creada. o destruida. La segunda ley de la 
termodinámica, que se puede enunciar de diversas 
maneras, dice que el universo tiende siempre hacia un 
aumento del desorden: en todos los procesos natura- 
les, aumenta la entropía del universo. 

Los organismos vivos consisten en colecciones de 
moléculas mucho más organizadas que los materiales 
circundantes a partir de las cuales están construidas, y 
mantienen y producen orden, aparentemente incons- 
cientes de la segunda ley de la termodinámica. Pero los 
organismos vivos no violan la segunda ley sino que ope- 
ran estrictamente dentro de ella. Para discutir la aplica- 
ción de la segunda ley a los sistemas biológicos, debe- 
mos definir primero estos sistemas y su entorno. 


“Bien, la 2* ley de la termodinámica dice que...”) 


Fuente: Sidney Harris.] 


El sistema de reacción es el conjunto de materia 
que está experimentando un proceso químico o físico 
determinado; puede ser un organismo, una célula o dos 
compuestos que reaccionan. El sistema de reacción y su 
entorno conjuntamente constituyen el universo. En el 
laboratorio, algunos procesos químicos o físicos pueden 
llevarse a cabo en sistemas aislados o cerrados, en los 
que no se intercambia materia o energía con el entorno. 
Sin embargo, las células y organismos vivos son siste- 
mas abiertos que intercambian tanto materiales como 
energía con su entorno; los sistemas vivos no están 
nunca en equilibrio con su entorno, y las constantes 
transacciones entre el sistema y el entorno explican 
cómo los organismos pueden crear orden en su interior 
al tiempo que operan dentro de la segunda ley de la 
termodinámica. 

En el Capítulo 1 hemos definido tres cantidades 
termodinámicas que describen los camhios de energía 
que tienen lugar en una reacción química: 


La energía libre de Gibbs (G), expresa la canti- 

dad de energía capaz de realizar trabajo durante 
una reacción a temperatura y presión constantes. 
Cuando una reacción transcurre con liberación de 
energía libre (es decir cuando el sistema cambia de 
manera que tiene al final menos energía libre), la 
variación de energía libre, AG, tiene signo negativo 
y se dice que la reacción es exergónica. En las 
reacciones endergónicas, el sistema gana energía 
libre por lo que AG es positiva. 


La entalpía, H, es el contenido calórico del sistema 
de reacción. Refleja el número y clase de enlaces 
químicos en los reactivos y productos. Cuando una 
reacción química libera calor, se dice que es exo- 
térmica; el contenido calórico de los productos es 
menor que el de los reactivos y AH tiene, por con- 
vención, un valor negativo. Los sistemas de reac- 
ción que toman calor del entorno son endotérmi.- 
cos y tienen valores positivos de AH. 


La entropía, S, es una expresión cuantitativa de la 
aleatoriedad o desorden de un sistema (véase el 
Recuadro 1-3). Cuando los productos de una reac- 
ción son menos complejos y más desordenados que 
los reactivos se dice que la reacción transcurre con 
ganancia de entropía. 


Las unidades de AG y AH son joulesímol o calorías/mol 
(recuérdese que 1 cal = 4,184 J); las unidades de entro- 
pía son joules/mol- Kelvin (J/mol-K) (Tabla 13-1). 

En las condiciones existentes en los sistemas bioló- 
gicos (incluyendo temperatura y presión constantes), 
las variaciones en energía libre, entalpía y entropía 
están relacionadas cuantitativamente entre sí por la 
ecuación 

AG = AH — TAS (13-1) 
en la que AG es el cambio de energía libre de Gibbs del 
sistema de reacción, AH es el cambio de entalpía del 
sistema, T es la temperatura absoluta y AS es el cambio 
de entropía del sistema. Por convención, AS tiene signo 
positivo cuando aumenta la entropía y AH, como se ha 
indicado anteriormente, tiene signo negativo cuando se 
libera calor del sistema a su entorno. Cualquiera de 


TABLA 13-1 “Algunas constantes y Unidades 


físicas utilizadas frecuentemente 
en termodinámica 


Constante de Boltzmann, k = 1,381 x 10% J/K 
| Número de Avogadro, N = 6,022 x 10% mol! 
| Constante de Faraday, F = 96.480 J/Y-mol 
| Constante de los gases, R = 8,315 J/mol-K 
| (51,987 cal/mol.K 


Las unidades de AG y AH son J/mol (o cal/mol) | 

Las unidades de AS son J/mol-K (o calímol-K) | 

1 cal = 4,184 J 

| Las unidades de temperatura absoluta, T, son grados 

| Kelvin, K | 

| 25 °C = 298 K . | 
At 25°C, RT = 2,478 kJ/mol 


-Z _ (0,692 kcal/mol) | 


estas condiciones, que son típicas de los procesos ener- 
géticamente favorables, tienden a hacer AG negativo. 
De hecho, AG de un sistema que reacciona espontánea- 
mente es siempre negativo. 

La segunda ley de la termodinámica establece que 
la entropía del universo aumenta durante todos los 
procesos químicos y físicos, pero no requiere que el 
incremento de entropía tenga lugar en el propio siste- 
ma de reacción. El orden producido en el interior de 
las células a medida que crecen y se dividen está com- 
pensado de sobras por el desorden que se crea en su 
entorno en el transcurso del crecimiento y división 
(véase el Recuadro 1-3, caso 2). En pocas palabras, los 
orgamismnos vivos conservan su orden interno tomando 
de su entorno energía libre en forma de nutrientes o de 
luz solar, y devolviendo al entorno una cantidad igual de 
energía en forma de calor y entropía. 


Las células precisan fuentes de energía libre 


Las células son sistemas isotérmicos ya que funcionan a 
temperatura prácticamente constante (y también a pre- 
sión constante). El flujo de calor no es una fuente de 
energía para las células porque el calor puede realizar 
trabajo solamente cuando pasa a una zona u objeto a 
menor temperatura. La energía que las células pueden 
y deben utilizar es la energía libre, descrita por la fun- 
ción de energía libre de Gibbs, G, que permite la predic- 
ción de la dirección de las reacciones químicas, su 
posición exacta de equilibrio y la cantidad de trabajo 
que pueden llevar a cabo, teóricamente, a temperatura 
y presión constantes. Las células heterotróficas adquie- 
ren energía libre de las moléculas de nutrientes, y las 
células fotosintéticas la adquieren de la radiación solar 
absorbida. Ambos tipos de células transforman esta 
energía libre en ATP y otros compuestos ricos en ener- 
gía capaces de proporcionar energía para trabajo bioló- 
gico a temperatura constante. 


La variación de energía libre estándar está directamente 
relacionada con la constante de equilibrio 


La composición de un sistema de reacción (una mezcla 
de reactivos y productos químicos) tiende a continuar 
cambiando hasta que se llega al equilibrio. A la concen- 
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tración de equilibrio de reactivos y productos las veloci- 
dades de las reacciones directa e inversa son exacta- 
mente iguales y no se produce ningún otro cambio neto 
en el sistema. Las concentraciones de reactivos y pro- 
ductos en el equilibrio definen la constante de equili- 
brio, K,,: En la reacción general 


aå + bB == cC + aD 


en donde a, b, c y d son él número de moléculas de À, 
B, C y D que participan, la constante de equilibrio viene 
dada por 


_ IoD) 


Kea = Tajo Bj 


(13-2) 


en donde [A], [B], [C] y [D] son las concentraciones 
molares de los componentes de la reacción en el punto 
de equilibrio. 

Cuando ım sistema de reacción no está en equili- 
brio, la tendencia a desplazarse hacia el equilibrio 
representa una fuerza motriz, cuya magnitud se puede 
expresar como el cambio de energía libre para la reac- 
ción, AG. En condiciones estándar (298 K = 25°C), 
cuando reactivos y productos se hallan inicialmente 
presentes a concentración 1 m o, para los gases, a pre- 
siones parciales de 101,3 kilopascales (kPa) o 1 atm, la 
fuerza propulsora del sistema hacia el equilibrio se defi- 
ne como la variación de energía libre estándar, AG”. 
Según esta definición el estado estándar de reacciones 
en las que intervienen iones hidrógeno es [H*] = 1 M, o 
pH = 0. Sin embargo, la mayoría de reacciones bioquími- - 
cas tienen lugar en soluciones acuosas bien tamponadas 
cercanas a pH 7; tanto el pH como la concentración del 
agua (55,5 m) son prácticamente constantes. 


>> Convención clave: Por conveniencia de cálculo, los bio- 
químicos definen un estado estándar diferente del uti- 
lizado en química y física: en el estado estándar bioquí- 
mico [H*] es 107 m (pH 7) y [H,0] es 55,5 mM; para las 
reacciones en que interviene el Mg* (incluidas la 
mayoría de reacciones en que el ATP es el sustrato), 
[Mg**] en disolución se considera normalmente cons- 
tante a 1 mm. €< 


Las constantes físicas basadas en este estado están- 
dar bioquímico se denominan constantes estándar 
transformadas y se escriben con una prima (por ej., 
AG” y K) para distinguirlas de las constantes sin 
transformar usadas por químicos y físicos. (Observe que 
la mayoría de libros de texto utilizan el símbolo AG”” en 
lugar de AG”. Nuestra utilización de AG”, recomendada 
por un comité internacional de químicos y bioquímicos, 
está destinado a resaltar que la energía libre transfor- 
mada AG” es el criterio para el equilibrio). Por razones 
de simplicidad, a partir de este momento nos referire- 
mos a las constantes transformadas como variaciones 
de energía libre estándar y constantes de equili- 
brio estándar. 


>> Convención dave: En otra convención simplificadora 
utilizada por los bioquímicos, cuando H,O, H*, o Mg”: 
son reactivos o productos, no se incluyen sus concen- 
traciones en ecuaciones tales como la Ecuación 13-2 
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pero, no obstante, se incorporan en las constantes AG” 
y Ka « 


De la misma manera que E a es una constante física 
característica de cada reacción, también AG” es una 
constante. Tal como se indicó en el Capítulo 6, existe 
una relación sencilla entre A”, ay AG pl 


AG” = —RT In Keg (13-3) 
La variación de energía libre estándar de una reac- 
ción quimica es simplemente una forma matemáti- 
ca alternativa de expresar su constante de equili- 
brio. La Tabla 13-2 muestra la relación entre AG” y K 
Si la constante de equilibrio de una reacción química 
determinada es 1,0, la variación de energía libre están- 
dar de esta reacción es 0,0 (el logaritmo natural de 1,0 
es cero). Si K” 2 de una reacción es mayor que 1,0, su 
AG” es negativo, Si K” e €S menor que 1,0, AG” es posi- 
tivo. Puesto que la relación entre AG” y Ea es exponen- 
cial, a cambios relativamente pequeños de AG” corres- 
ponden grandes cambios en A”... 

Puede ser útil pensar acerca de la variación de 
energía libre estándar de una forma diferente. AG” es la 
diferencia entre el contenido de energía libre de los 
productos y el contenido en energía libre de los reacti- 
vos en condiciones estándar. Cuando AG” es negativa, 
los productos contienen menos energía libre que los 
reactivos y la reacción transcurrirá de forma espontá- 
nea en condiciones estándar; todas las reacciones quí- 
micas tienden a ir en la dirección que da lugar a una 
disminución de la energía libre del sistema. Un valor de 
AG” positivo significa que los productos de la reacción 
contienen más energía libre que los reactivos y, por 
tanto, esta reacción tenderá a transcurrir en la direc- 
ción inversa si empezamos con concentraciones 1,0 m de 


TABLA 13-2 “Relación entre las constantes 
de equitibrio y las variaciones 


de energía libre estándar 
de reacciones químicas 


LA (KJ/mol) (kcal/mot* 
10) 47,1 4,1 

10? -11,4 2.7 

10! -5,7 -1,4 

] 0,0 0,0 

107 5,7 1,4 

10? 11,4 2,7 

105 17,1 41 | 

10> 22,8 5,5 | 
105 28,5 6,8 

104 34,2 82 


*Aunque julios y kilojulios son las unidades estándar de energía y se 
utilizan a todo lo largo de este texto, los bioquímicos y los 
nutricionistas expresan a veces los valores de AG” en kilocalorías 
por mol. Hemos incluido, por tanto, los valores tanto en kilojulios 
como en kilocalorías en esta tabla y en las Tablas 13-4 y 13-6. Para 
convertir kilojulios en kilocalorías, divida el número de kilojulios por 
4,184. 


TABLA 13-3 


Relaciones entre K y AG“ 
y dirección de las reacciones 


quimicas en condiciones 
estándar 


Empezando con todos 
los componentes 1m, 
la reacción... 


tran scurre hacia 
delante 

1,0 cero se encuentra en el | 
| | equilibrio 
positiva 


| Cuando K' es... AG" es... 


aa} 


negativa 


transcurre en sentido 
inverso 


todos los componentes (condiciones estándar). La 
Tabla 13-3 resume estos puntos. 


EJEMPLO PRÁCTICO 13-1 Cálculo de AG” 


Calcule el cambio de energía libre estándar de la reac- 
ción catalizada por el enzima fosfoglucomutasa: 


Glucosa 1-fosfato = glucosa 6-fosfato 


dado que si empezamos con glucosa 1-fosfato 20 
mm (pero sin glucosa-6-fosfato) la mezcla final en el 
equilibrio contendrá glucosa 1-fosfato 1,0 mm y glucosa 
6-fosfato 19 mm a 25°C y pH 7,0. La reacción en la direc- 
ción de formación de glucosa 6-fosfato ¿transcurre con 
una pérdida o una ganancia de energía libre? 


Solución: Calculemos en primer lugar la constante de 
equilibrio: 
K = [glucosa 6-fosfato] a =19 
sa [glucosa 1-fosfato] 1.0 mm 
Podemos ahora calcular la variación de energía libre 
estándar: 


AG" = —RT In Keq 
— (8.315 J/mol: K)(298 K) (ln 19) 
= —7.3 kJ/mol 

Debido a que la variación de energía libre estándar 
es negativa, la conversión de la glucosa 1-fosfato a gíu- 
cosa 6-fosfato transcurre con una pérdida (liberación) 
de energía libre. (Para la reacción inversa AG” tiene la 
misma magnitud pero signo opuesto). 


La Tabla 13-4 muestra las variaciones de energía 
libre estándar de varias reacciones químicas represen- 
tativas. Obsérvese que la hidrólisis de ésteres, amidas, 
péptidos y glucósidos sencillos, así como los reordena- 
mientos y eliminaciones transcurren con variaciones de 
energía libre estándar relativamente pequeñas, mien- 
tras que la hidrólisis de anhídridos de ácido tiene lugar 
con disminuciones relativamente grandes de energía 
libre estándar. La oxidación completa de compuestos 
orgánicos tales como la glucosa o el palmitato a CO, y 
H,O, que en las células requiere muchos pasos, trans- 


Tipo de reacción 
Reacciones de hidrólisis 


Anhídridos de ácido 

Anhídrido acético + H,O — 2 acetato 

ATP + H,O —ADP +P, 

ATP + H,O — AMP + PP, 

PP + H,O — 2P, 

UDP-glucosa +H,0 — UMP + glucosa 1-fosfato 
Ésteres 

Acetato de etilo +H,O — etanol + acetato 
Glucosa 6-fosfato + H,O — glucosa + P, 
| 


Amidas y péptidos 

Glutamina + H,O — glutamato + NH,* 

Glicilglicina + H,O — 2 glicina 
Glucósidos 

Maltosa + H,O — 2 glucosa 

Lactosa + H,O — glucosa + galactosa 
Reordenamientos 

Glucosa 1-fosfato — glucosa 6-fosfato 

Fructosa 6-fosfato — glucosa 6-fosfato 
Eliminación de agua 

Malato — fumarato + H,O 
Oxidaciones con oxígeno molecular 

Glucosa +.60, — 6C0, + 6H,0 

Palmitato +.230, — 160, + 16H,0 


curre con descensos de energía libre estándar muy 
grandes. No obstante, las variaciones de energía libre 
estándar tales como las de la Tabla 13-4 nos dicen 
cuánta energía libre está disponible en una reacción en 
condiciones estándar. Para describir la energía libera- 
da en las condiciones que existen en las células es 
necesaria una expresión para la variación de energía 
libre real. 


El cambio de energía libre real depende 
de las concentraciones de reactivos y productos 


Hemos de tener cuidado en distinguir entre dos cantida- 
des diferentes, la variación de energía libre real, AG, y el 
cambio de energía libre estándar, AG”. Cada reacción 
química tiene una variación de energía libre estándar 
característica, que puede ser positiva, negativa o cero, 
según sea la constante de equilibrio de la reacción. La 
variación de energía libre estándar nos dice en qué 
dirección y hasta qué punto debe transcurrir una reac- 
ción determinada para alcanzar el equilibrio cuando la 
concentración inicial de cada componente es 1,0 M, 
el pH es 7,0, la ternperatura 25°C, y la presión 101,3 kPa 
(1 atm). Así, AG” es una constante: tiene un valor 
característico, fijo, para una reacción determinada, Pero 
la variación de energía libre real, AG, es función de las 


13.1 Bioenergética y termodinámica 499 


TABLA 13-4 Variaciones de energía libre estándar de algunas reacciones quimicas 


AG? 
(kJ/mol) (kcal/mol 
-91,1 -218 
-30,5 73 
45.6 -10,9 
-19,2 46 
43,0 -10,3 
-19,6 4,7 
-13,8 -3,3 
-14,2 -3,4 | 
p2 33 
-15,5 3.7 
-15,9 -3,8 
33 13 | 
17 04 
3,1 0,8 
-2,840 -686 | 
-9.770 -2.338 | 


concentraciones de reactivos y productos y de la tem- 
peratura que se den durante la reacción, que no tienen 
por qué coincidir necesariamente con las condiciones 
estándar definidas anteriormente. Además, AG de cual- 
quier reacción que transcurra espontáneamente hacia 
el equilibrio es siempre negativa, se hace menos negati- 
va a medida que transcurre la reacción, y es cero en el 
punto de equilibrio indicando que la reacción ya no 
puede realizar más trabajo. 

AG y AG” para cualquier reacción aA + bB = cC + 
dD están relacionadas por la ecuación 


[CDI 


AG = AG” + RTIn——. 
[AP[B] 


(13-4) 


en la que los términos en rojo son los que se dan real- 
mente en el sistema en observación. Los términos de 
concentración de esta ecuación expresan los efectos 
denominados comúnmente acción de masas mientras 
que el término [C][DIY/(AP[BJ? se denomina razón de 
la acción de masas, Q. Así, la Ecuación 13-4 se puede 
expresar como AG = AG” + RTInQ. Supongamos, a 
guisa de ejemplo, que la reacción A + B 2 C + D tiene 
lugar en las condiciones estándar de temperatura 
(25°C) y presión (101,3 kPa) pero que las concentra- 
ciones de A, B, C y D no son iguales y que ninguno de 
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los componentes está presente a la concentración 
estándar de 1,0 m. Para determinar la variación de ener- 
gía libre real, AG, que tendrá lugar en estas condiciones 
de concentración no estándar a medida que la reacción 
transcurre de izquierda a derecha, simplemente coloca- 
mos las concentraciones reales de A, B, C y D en la 
Ecuación 13-4; los valores de R, T y AG” son los valores 
estándar. AG será negativa y se aproximará a cero a 
medida que la reacción transcurra debido a que las con- 
centraciones reales de A y B serán cada vez más peque- 
ñas y las concentraciones de C y D serán cada vez 
mayores. Obsérvese que cuando una reacción se halla 
en el equilibrio, en donde no existe fuerza impulsora 
para la reacción en ninguna de las dos direcciones y AG 
es cero, la Ecuación 13-4 se simplifica a 


[Clegl lex 


0 = AG = AG” + RT In 
lAlealB]ea 


AG" = -RT In Kiq 


la ecuación que relaciona la variación de energía libre 
estándar con la constante de equilibrio (Ecn. 13-3). 

- El criterio para la espontaneidad de una reacción es 
el valor de AG, no AG”. Una reacción con AG” positiva 
puede transcurrir en la dirección directa si AG es nega- 
tiva. Esto es posible si el término RTIn([productos]/ 
[reactivos]) de la Ecuación 13-4 es negativo y tiene un 
valor absoluto mayor que AG”. Por ejemplo, la elimina- 
ción inmediata de los productos de una reacción puede 
mantener el cociente [productosYlreactivos] muy por 
debajo de 1, de forma que el término RTIn([productos]/ 
[reactivos]) tenga un valor negativo grande. AG” y AG 
son expresiones de la cantidad máxima de energía 
libre que una reacción dada puede, teóricamente, 
suministrar -una cantidad de energía que sólo se podría 
utilizar si hubiera disponible un dispositivo perfecta- 
mente eficiente que la capturase o la aprovechase. Dado 
que un dispositivo tal no es posible (durante cualquier 
proceso siempre se pierde una parte de la energía libre 
en forma de entropía), la cantidad de trabajo realizada 
por la reacción a temperatura y presión constantes 
siempre es menor que la cantidad teórica. 

Otro aspecto importante es que algunas reacciones 
que son termodinámicamente favorables (es decir, 
aquellas para las que AG” es grande y negativa) no tie- 
nen lugar a velocidades observables. Por ejemplo, la 
combustión de la leña a CO, y H,O es muy favorable 
termodinámicamente, pero la leña es estable durante 
años debido a que la energía de activación (véanse las 
Figs. 6-2 y 6-3) para la reacción de combustión es supe- 
rior a la energía disponible a temperatura ambiente. Si 
se suministra la energía de activación necesaria (con 
una cerilla encendida, por ejemplo), empieza la com- 
bustión, convirtiendo la madera en los productos CO, y 
H,O más estables, al tiempo que se libera energía en 
forma de calor y luz. El calor liberado por esta reacción 
exotérmica proporciona la energía de activación para la 
combustión de regiones adyacentes de la leña; el proce- 
so se autoperpetúa. 

En las células vivas, las reacciones que serían extre- 
madamente lentas si no estuviesen catalizadas, se 
consigue que tengan lugar, no suministrando calor adi- 


cional, sino disminuyendo la energía de activación con 
un enzima. Un enzima proporciona una ruta de reacción 


- alternativa con una energía de activación más baja que 


la de la reacción sin catalizar, de modo que a tempera- 
tura ambiente una gran parte de las moléculas de sus- 
trato tienen suficiente energía térmica para superar la 
barrera de activación, y la velocidad de reacción aumen- 
ta de forma espectacular. La variación de energía 
libre de una reacción es independiente de la ruta 
por la que discurra la reacción; sólo depende de la 
naturaleza y concentración de los reactivos iniciales y 
de los productos finales. Los enzimas no pueden, por 
tanto, cambiar las constantes de equilibrio; pero 
pueden aumentar la velocidad a la que se da la reacción 
en la dirección dictada por la termodinámica (véase la 
Sección 6.2). 


Las variaciones de energía libre estándar son aditivas 


En el caso de dos reacciones químicas secuenciales, 
A = By B >C, cada reacción tiene su propia constan- 
te de equilibrio y cada una tiene su variación de energía 
libre estándar característica, AG”, y AG”,. Como las 
dos reacciones son secuenciales, B puede eliminarse 
para dar la reacción global A = C, que tiene su propia 
constante de equilibrio y por tanto su propia variación 
de energía libre estándar, AG” wa Los valores de AG” 
de reacciones químicas secuenciales son aditivos. 
Para la reacción global A = C, AG”... es la suma de las 
variaciones de energía libre estándar individuales, 
AG”, y AG”,, de las dos reacciones: AG”, = AG”, + 
AG”, 


(1) A —> B AG? 
(2) B — C AG» 


Suma: A — C AGI + AG?” 


Este principio de la bioenergética explica por qué una 
reacción termodinámicamente desfavorable (endergó- 
nica) puede ser impulsada en el sentido directo aco- 
plándola a una reacción muy exergónica a través de un 
intermedio común. Por ejemplo, en muchos organismos 
la síntesis de glucosa 6-fosfato es el primer paso en la 
utilización de la glucosa. En principio, la síntesis podría 
obtenerse mediante la reacción: 


Glucosa + P, —> glucosa 6-fosíato + H20 
AG”? = 13.8 kJ/mol 


Pero el valor positivo de AG” predice que en condi- 
ciones estándar la reacción no tenderá a producirse 
espontáneamente en la dirección escrita. Otra reacción 
celular, la hidrólisis de ATP a ADP y Pi, es muy exergó- 
nica: 


ATP + H0 —> ADP + P; AG” = --30.5 kJ/mol 


Estas dos reacciones comparten los intermedios comu- 
nes P, y H,O por lo que se pueden expresar como reac- 
ciones secuenciales: 

(1) Glucosa + P; —=> glucosa 6-fosfato 
(2) ATP + HO —> ADP + F 


Suma: ATP + glucosa — ADP + glucosa 6-fosfato 


+ H0 


La variación de energía libre estándar global se obtiene 
sumando los valores de AG”” de las reacciones indivi- 
duales: 


AG Suma = 13.8 kJ/mol + (30.5 kJ/mol) = —16.7 kJ/mol 


La reacción global es exergónica. En este caso la ener- 
gía almacenada en el ATP se utiliza para impulsar la 
síntesis de glucosa 6-fosfato, aunque su formación a 
partir de glucosa y fosfato inorgánico (P) es endergóni- 
ca. La ruta de formación de glucosa 6-fosfato a partir de 
glucosa por transferencia de fosforilo desde el ATP es 
diferente de las dos reacciones anteriores (1) y (2), 
pero el resultado neto es el mismo que la suma de las 
dos reacciones. En los cálculos termodinámicos, lo 
único que importa es el estado del sistema en el inicio 
del proceso y su estado al final; la ruta entre los estados 
inicial y final es irrelevante. 

Hemos dichos que AG”” es una forma de expresar la 
constante de equilibrio de una reacción. Para la reac- 
ción (1) anterior, 
glucosa 6-fosfato 

[glucosa] [P,] 
Obsérvese que no se incluye el H,O en esta expresión ya 
que se considera que su concentración (55,5 M) perma- 


nece invariable durante la reacción. La constante de 
equilibrio para la hidrólisis del ATP es 


Ki E =39x 10m” 


y E = 2.0 x 10 
K a TATP] 0 Xx 10% m 


acopladas es 
glucosa 6-fosfato [ADP][P;] 
glucosa [Pi] [ATP] 
(Kia (Era) = (3.9 X 10M» (2.0 x 10% m) 
= 7.8 x 10* 


, E 


Este cálculo ilustra un aspecto importante acerca de las 
constantes de equilibrio: aunque los valores de AG” 
para las dos reacciones que se suman en una tercera 
son aditivas, la Ko para una reacción que es la suma 
de otras dos reacciones es el producto de los valores de 
e individuales. Las constantes de equilibrio son mul- 
tiplicativas. Gracias al acoplamiento de la hidrólisis del 
ATP a la síntesis de la glucosa 6-fosfato, la Ko para la 
formación de glucosa 6-fosfato ha aumentado en un 
factor de 2 x 10?. 

Esta estrategia del intermedio común es empleada 
por todas las células vivas en la síntesis de intermedios 
metabólicos y componentes celulares. Obviamente, la 
estrategia sólo funciona cuando se dispone de compues- 
tos tales como el ATP de forma continua. En los siguien- 
tes capítulos consideraremos varias de las rutas celula- 
res más importantes para la producción de ATP. Para 
una mayor práctica en la utilización de cambios de 
energías libre y constantes de equilibrio para reacciones 
acopladas, vea los ejemplos prácticos en el Capítulo 1 
(pp. 25-27). 
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RESUMEN 13.1 Bioenergética y termodinámica 


E Las células vivas realizan trabajo constantemente. 
Necesitan energía para mantener sus estructuras alta- 
mente organizadas, sintetizar los componentes celula- 
res, transportar iones y pequeñas moléculas a través de 
las membranas y generar corrientes eléctricas. 

M La bioenergética es el estudio cuantitativo de las 
relaciones energéticas y las conversiones de energía en 
los sistemas biológicos. Las transformaciones de energía 
biológicas obedecen las leyes de la termodinámica. 

M Todas las reacciones químicas están influidas por 
dos fuerzas: la tendencia a adquirir el estado de enlace 
más estable (para el que la entalpía H, es una expresión 
útil) y la tendencia a conseguir el mayor grado de des- 
orden, expresada como entropía, S. La fuerza impulsora 
neta en una reacción es AG, la variación de energía 
libre, que representa el efecto neto de estos dos facto- 
res: AG = AH -T AS. 

E La variación de energía libre estándar transformada, 
AG”, es una constante física característica de una reac- 
ción dada que puede calcularse a partir de la constante 
de equilibrio para la reacción: AG” = -RT In K’ des 

M La variación de energía libre real, AG, es una varia- 
ble que depende de AG” y de las concentraciones de 
reactivos y productos: AG = AG” + RT In ([productos|/ 
[reactivos]). 

E Cuando AG es grande y negativa, la reacción tiende 
a discurrir en el sentido directo; cuando AG es grande y 
positiva, la reacción tiende a ir en la dirección opuesta; 
y cuando AG = 0, el sistema está en el equilibrio. 
ariación de energía libre de una reacción es 
diente de la ruta por la que transcurre la reac- 
ción. Las variaciones de energía libre son aditivas; la 
reacción química neta que resulta de dos reacciones 
sucesivas que comparten un intermedio común tiene 
una variación de energía libre global que es la suma de 
los valores de AG de las reacciones individuales. 


13.2 Lógica química y reacciones 
bioquímicas comunes 


Las transducciones biológicas de energía que nos inte- 
resan aquí son reacciones químicas. La química celular 
no abarca todas las clases de reacciones que se apren- 
den en un curso típico de química orgánica. Las reaccio- 
nes que tienen lugar en los sistemas biológicos así como 
las que no tienen lugar vienen dadas (1) por su impor- 
tancia para el sistema biológico concreto y (2) sus velo- 
cidades. Las dos consideraciones juegan papeles impor- 
tantes en la forma adquirida por las rutas metabólicas 
que consideraremos a lo largo de lo que queda del libro. 
Una reacción pertinente es la que utiliza un sustrato 
disponible y lo convierte en un producto útil. No obstan- 
te, incluso una reacción potencialmente pertinente 
puede que no tenga lugar. Algunas transformaciones 
químicas son demasiado lentas (tienen energías de acti- 
vación demasiado elevadas) para contribuir a los siste- 
mas vivientes incluso con la ayuda de catalizadores 
enzimáticos poderosos. Las reacciones que sí tienen 
lugar en la célula representan una caja de herramientas 
que ha utilizado la evolución para construir las rutas 
metabólicas que evitan las reacciones “imposibles”. 
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Saber reconocer las reacciones plausibles puede ser de 
gran ayuda para desarrollar un buen dominio de la bio- 
química. 

Aun así, el número de transformaciones metabólicas 
que tienen lugar en una célula típica puede parecer 
abrumador. La mayoría de células tienen la capacidad 
para llevar a cabo miles de reacciones específicas catali- 
zadas por enzimas: por ejemplo, la transformación de un 
nutriente sencillo tal como la glucosa en aminoácidos, 
nucleótidos o lípidos; la extracción de energía a partir de 
combustibles mediante su oxidación o la polimerización 
de subunidades monoméricas en macromoléculas. 

Para estudiar estas reacciones es esencial una cier- 
ta organización. Existen patrones dentro de la química 
de la vida; no es necesario aprender cada una de estas 
reacciones para aprehender la lógica molecular de la 
bioquímica. La mayoría de reacciones de las células 
vivas se encuadran en cinco categorías generales: (1) 
reacciones que forman o rompen enlaces carbono-car- 
bono; (2) reordenamientos internos, isomerizaciones y 
eliminaciones; (3) reacciones de radicales libres; (4) 
transferencias de grupo y (5) óxido-reducciones. A con- 
tinuación discutiremos cada una de éstas en mayor 
detalle y nos referiremos a ejemplos de cada tipo que se 
estudian en capítulos posteriores. Observe que los cinco 
tipos de reacciones no son mutuamente excluyentes; 
por ejemplo, una reacción de isomerización puede 
transcurrir a través de un intermedio radical libre. 

Sin embargo, antes de continuar deberíamos consi- 
derar dos principios químicos básicos. Primero, un enla- 
ce covalente consiste en un par de electrones 6amparti- 
do y, en general, el enlace se puede partir de los Gjira 
(Fig. 13-1). En la rotura homolítica, cata Atomo 
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FIGURA 13-1 Dos mecanismos para la rotura de un enlace C-C o 
C-H. En una rotura homolítica, cada átomo de carbono mantiene uno de 
los electrones de enlace, formándose radicales carbono (carbonos con 
electrones desapareados) o átomos de hidrógeno sin carga. En las rotu- 
ras heterolíticas, uno de los átomos mantiene los dos electrones enja- 
zantes, Esto puede dar lugar a la formación de carbaniones, carbocatio- 
nes, protones o iones hidruro. 
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abandona el enlace en forma de radical, llevando un 
electrón desapareado. En la rotura heterolítica, la 
más frecuente, un átomo retiene los dos electrones de 
enlace. En la Figura 13-1 se muestran las especies gene- 
radas más frecuentemente al romper enlaces C-C y C-H. 
Los carbaniones, carbocationes e iones hidruro son muy 
inestables; esta inestabilidad conforma la química de 
estos iones tal como veremos más adelante. 

El segundo principio básico es que en muchas reac- 
ciones bioquímicas intervienen interacciones entre 
nucleófilos (grupos funcionales ricos en electrones 
con capacidad para cederlos) y electrófilos (grupos 
funcionales con una carencia de electrones y ávidos de 
los mismos). Los nucleófilos se combinan con los electró- 
filos a los que ceden sus electrones. En la Figura 13-2 se 
da una lista de nucleófilos y electrófilos comunes. Obsér- 
vese que un átomo de carbono puede actuar como 
nucleófilo o como electrófilo según sean los enlaces y 
grupos funcionales que lo rodean. 


Reacciones que forman o rompen enlaces carbono-car- 
bono La rotura heterolítica de un enlace C—C forma un 
carbanión y un carbocatión (Fig. 13-1). Y a la inversa, 
la formación de un enlace C-C implica la combinación 
de un carbanión nucleofílico con un carbocatión elec- 
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FIGURA 13-2 Nucleófilos y electrófilos comunes en reacciones bio- 
químicas. Los mecanismos químicos de reacción, que siguen la forma- 
ción y rotura de enlaces covalentes, están comunicados por puntos o fle- 
chas curvas, una convención conocida informalmente como “empujón 
electrónico” o desplazamiento electrónico. Un enlace covalente consiste 
en un par de electrones compartido. Los electrones no enlazados que 
son importantes para el mecanismo de reacción se muestran con puntos 
(3. Las flechas curvas (7) representan el desplazamiento de pares de 
electrones. Para el desplazamiento de un solo electrón (como en una 
reacción de radica! libre), se utiliza una flecha con una sola punta en la 
cabeza (tipo anzuelo) (>). En la mayoría de pasos en una reacción 
interviene un par electrónico no compartido. 


trofílico. En general, los carbaniones y carbocationes 
son tan inestables que su formación como intermedios 
de reacción puede ser inaccesible energéticamente, 
incluso con catalizadores enzimáticos. Para el propósito 
de la bioquímica celular son reacciones imposibles, a 
menos que se les proporciones asistencia química en 
forma de grupos funcionales que contengan átomos 
electronegativos (O y N) que puedan alterar la estruc- 
tura electrónica de átomos de carbono adyacentes de 
tal modo que se estabilice y facilite la formación de 
intermedios carbanión y carbocatión. 

Los grupos carbonilo son especialmente importan- 
tes en las transformaciones químicas de las rutas meta- 
bólicas. El carbono de un grupo carbonilo tiene una 
carga positiva parcial debido a la propiedad eliminadora 
de electrones por parte del oxígeno carbonílico, por lo 
que es un carbono electrofílico (Fig. 13-3a). La pre- 
sencia de un grupo carbonilo puede así facilitar la for- 
mación de un carbanión en un carbono adyacente al 
deslocalizar la carga negativa del carbanión (Fig. 13-3b). 
Un grupo imino (véase la Fig. 1-17) puede realizar una 
función similar (Fig. 13-3c). La capacidad de los grupos 
carbonilo e imino para deslocalizar eletrones se puede 
potenciar aún más por acción de un catalizador ácido o 
por un ión metálico tal como Mg** (Fig. 13-3d). 

La importancia de un grupo carbonilo es evidente 
en tres clases importantes de reacciones en las que se 
forman o rompen enlaces C—C (Fig. 13-4}: condenacio- 
nes aldólicas, condensaciones de ésteres de Claisen y 
descarboxilaciones. En cada tipo de reacción, se estabi 
liza un intermedio carbanión por un c 
en muchos casos, otro carbonilo pro } 
filo con el que reacciona el carbanión nucleofílico. 

Una condensación aldólica es una ruta común 
para la formación de un enlace C-C; la reacción de la 
aldolasa, que convierte un compuesto de seis carbonos 
en dos de tres carbonos en la ghucólisis es una conden- 
sación aldólica en el sentido inverso (véase la Fig. 
14-6). En una condensación de Claisen, el carbonilo 
de un tioéster adyacente estabiliza el carbanión; un 
ejemplo es la síntesis de citrato en el ciclo del ácido 
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FIGURA 13-3 Propiedades químicas de los grupos carbonilo. (a) El 
átomo de carbono de un grupo carbonilo es un electrófilo debido a la 
capacidad de retirar electrones del átomo de oxigeno electronegativo, lo 
que da lugar a una estructura en la que el carbono tiene una carga posi- 
tiva parcial. (b) Dentro de una molécula, la deslocalización de electrones 
a un grupo carbonilo estabiliza un carbanión en un carbono adyacente, 
facilitando su formación. (e) Las iminas funcionan de uma manera muy 
semejante a los grupos carbonilo facilitando la captación de electrones. 
(d) Los grupos carbonilo no siempre funcionan solos; su capacidad 
como sumideros de electrones a menudo se aumenta por interacción 
con un ión metálico (Me””, tal como Mg?*) o un ácido general (HA). 
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FIGURA 13-4 Algunas reacciones comunes que forman y rompen 
enlaces C-C en sistemas biológicos. Tanto en la condensación aldólica 
como en la condensación de Claisen, un carbanión actúa como nucleó- 
filo mientras que el carbono de un grupo carbonilo actúa como electró- 
filo. El carbanión está estabilizado en cada caso por otro carbonilo en el 
carbono adyacente. En la reacción de descarboxilación, se forma un car- 
banión sobre el carbono sombreado en azul al tiempo que sale el CO.. 
La reacción no transcurriría a velocidad apreciable sin el efecto estabili- 
zador del carbonilo adyacente al carbono del carbanión. Dondequiera 
que se muestra un carbanión, se supone una resonancia estabilizadora 
con el carbonilo adyacente, tal como se muestra en la Figura 13-3b). Una 
imina (Fig. 13-3c) u otro grupo captador de electrones (incluidos ciertos 
cofactores enzimáticos tales como el piridoxal) puede reemplazar el 
grupo carbonilo en la estabilización de carbaniones. 


AEKA [Néase la Fig. 16-9). La descarboxilación también 


. transcurre normalmente a través de la formación de un 


carbanión estabilizado por un grupo carbonilo; un ejem- 
plo lo constituye la reacción de la acetoacetato descar- 
boxilasa que tiene lugar en la formación de cuerpos 
cetónicos durante el catabolismo de los ácidos grasos 
(véase la Fig. 17-18). Rutas metabólicas enteras están 
organizadas alrededor de la introducción de un grupo 
carbonilo en una localización especial de manera que un 
enlace carbono-carbono próximo pueda formarse o 
romperse. En algunas reacciones, una imina o un cofac- 
tor tal como el piridoxal fosfato juegan el papel de elimi- 
nador de electrones del grupo carbonilo. 

El intermedio carbocatión que se produce en algu- 
nas reacciones que forman o rompen enlaces C-C se 
genera por eliminación de un grupo saliente excelente 
tal como el pirofosfato (véase más adelante las reaccio- 
nes de transferencia de grupo). Un ejemplo es la reac- 
ción de la preniltransferasa (Fig. 13-5), en una etapa 
temprana de la ruta de biosíntesis del colesterol. 


Reorganizaciones internas, isomerizaciones y elimina- 
ciones Otra clase común de reacciones que se dan en las 
células son las reorganizaciones intramoleculares en las 
que la redistribución de electrones provoca alteraciones 
de muchos tipos diferentes sin que cambie el estado de 
oxidación global de la molécula. Por ejemplo, diferentes 
grupos de una molécula pueden experimentar oxida- 
ción-reducción sin cambio neto en el estado de oxidación 
de la molécula; grupos en un doble enlace pueden expe- 
rimentar un reordenamiento cis-trans o se pueden tras- 
poner las posiciones de los dobles enlaces. Un ejemplo de 
isomerización que acarrea oxidación-reducción es la for- 
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FIGURA 13-5 Carbocationes en la formación de enlaces carbono-car- 
bono. En una de las primeras etapas de la biosíntesis del colesterol, e: 
enzima prenil transferasa cataliza la condensación del isopentenil piro- 
fosfato con el dimetilalil pirofosfato para formar geranil pirofosfato 
(véase la Fig. 21-36). La reacción se inicia con la eliminación de pirofos- 
fato del dimetilalil pirofosfato generando un carbocatión e izado por 
resonancia con el enlace C=C adyacente. Co B 


mación de fructosa 6-fosfato a partir de la glucosa 6-fos- 
fato en la glucólisis (Fig. 13-6; esta reacción se discute 
en detalle en el Capítulo 14): el C-1 se reduce (de aldehí- 
do a alcohol) y el C-2 se oxida (de alcohol a cetona). En 
la figura 13-6b se muestran los detalles de los movimien- 
tos de electrones en este tipo de isomerización. Un reor- 
denamiento cis-trans típico es el de la reacción de la 
prolil cis-trans isomerasa en el plegamiento de ciertas 
proteínas (véase la Fig. 4-8). Se produce una simple 
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FIGURA 13-6 Reacciones de isomerización y eliminación. (a) La con- 
versión de glucosa 6-fosfato en fructosa 6-fostato, una reacción del 
metabolismo de los azúcares catalizada por la fosftohexosa isomerasa. 
(b) Esta reacción tiene lugar a través de un irtermedio enediol. Los 
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transposición de un enlace C=C durante el metabolismo 
de un ácido graso común tal como el ácido oleico (véase 
la Fig. 17-10); más adelante veremos ejemplos especta- 
culares de resituación del doble enlace en la síntesis del 
colesterol (véase la Fig. 21-33). 

Un ejemplo de reacción de eliminación que no afec- 
ta el estado de oxidación global es la pérdida de agua de 
un alcohol que introduce un enlace C=C 
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Reacciones similares pueden ¡ener lugar en las eli- 
minaciones en aminas. 


Reacciones de radicales libres Aunque hace un tiempo 
se creía que era rara, se ha encontrado actualmente que 
la rotura homolítica de enlaces covalentes con genera- 
ción de radicales libres se da en muchos procesos bio- 
químicos. Entre ellos se encuentran las isomerizaciones 
que utilizan la adenosilcobalamina (vitamina B,,) o la 
S-adenosilmetionina, que se inician con un radical 
5'-desoxiadenosilo (véase la reacción de la metilmalo- 
nil-CoA mutasa en el Recuadro 17-2); ciertas reacciones 
de descarboxilación iniciadas por radicales (Fig. 13-7); 
algunas reacciones de reductasas tales como la cataliza- 
da por la ribonucleótido reductasa (véase la Fig. 22-42) 
y algunos reordenamientos tales como el catalizado por 
DNA fotoliasa (véase la Fig. 25-26). 


fese transferencia de grupo La transferencia 
e grupos acilo, glucosilo y fosforilo desde un nucleófilo 
a otro es frecuente en las células vivas. En la transferen- 
cia de grupos acilo interviene generalmente la adición 
de un nucleófilo al carbono carbonílico de un grupo 
acilo para formar un intermedio tetraédrico. 
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recuadros rosa siguen la ruta de oxidación de izquierda a derecha. B' y B’ 
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FIGURA 13-7 Reacción de descarboxilación iniciada por un radical 


libre. La biosíntesis del hemo (véase la Fig. 22-26) en Escherichia coli 


incluye un paso de descarboxilación en el que las cadenas laterales pro- 
pionilo en el intermedio coproporfirinógeno Íl! se convierten en las cade- 
nas laterales vinilo del protoforinógeno IX. Cuando se hace crecer las 
bacterias de manera anaeróbica, el enzima coproporfirinógeno /li oxi- 
dasa independiente de oxígeno, también llamado proteína HemN, pro- 
voca la descarboxilación vía el mecanismo de radical libre que se mues- 


La reacción de la quimotripsina es un ejemplo de trans- 
ferencia de grupo acilo (véase la Fig. 6-23). Las transfe- 
rencias de glucosilo implican la sustitución nucleofílica 
en el C-1 de un anillo de azúcar el cual es el átomo 
central de un acetal. En principio, la sustitución podría 
tener lugar vía S,1 08,2, tal como se describe en la 
Figura 6-29 para el enzima lisozima. 

Las transferencias de grupos fosforilo juega un 
papel especial en las rutas metabólicas; estas reacciones 
de transferencia se discuten detalladamente en la Sec- 
ción 13.3. Un tema general en el metabolismo es la 
unión de un buen grupo saliente a as i > 
metabólico, para “activar” este intermedi 
reacciones posteriores. Entre los mejóre 
tes para reacciones de sustitución nucieofiica están el 
ortofosfato inorgánico (la forma ionizada, a pH neutro 
del H,¿PO,, consistente en una mezcla de H,PO* y HPO >- 

, Abreviado normalmente como P) y el pirofosfato inor- 
inico (P,0,“, abreviado PP); los ésteres y anhídridos 
del ácido fosfórico están activados de manera efectiva 
para la reacción. La sustitución nucleofílica resulta más 
favorable mediante la unión de un grupo fosforilo a un 
grupo saliente, como por ejemplo el -OH, que de otro 
modo sería muy pobre. Las sustituciones nucleofílicas 
en las que el grupo fosforilo (-PO,+) actúa como grupo 
saliente, tienen lugar en centenares de reacciones 
metabólicas. 

El fósforo puede formar cinco enlaces covalentes. 
La representación convencional del P, (Fig. 13-8a) con 
tres enlaces P-O y uno P=0, es una representación útil 
pero no muy precisa. En el P, hay cuatro enlaces fósfo- 
ro-oxígeno equivalentes que comparten cierto carácter 
de doble enlace, y el anión tiene una estructura tetraé- 
drica (Fig. 13-8b). Como el oxígeno es más electronega- 
tivo que el fósforo, el reparto de electrones no es equi- 
tativo: el fósforo central tiene una carga positiva parcial, 
pudiendo actuar, por tanto, como un electrófilo. En gran 
número de reacciones metabólicas se transfiere un 
grupo fosforilo (-PO,*) desde el ATP a un alcohol, for- 
mando un éster fosfato (Fig. 13-8c) o a un ácido car- 
boxílico formando un anhídrido mixto. Cuando un 
nucleófilo ataca el átomo de fósforo electrofílico del 
ATP, se forma un intermedio con estructura pentacova- 
lente relativamente estable (Fig. 13-84). Con la marcha 
del grupo saliente (ADP), se completa la transferencia 


tra aquí. No se conoce el aceptor del electrón liberado. Por razones de 
simplicidad, sólo se muestran las porciones pertinentes de las grandes 
moléculas de coproporfirinógeno lil y protoporfirinógeno; las estructuras 
completas se muestran en la Figura 22-26. Cuando £. coli crece en pre- 
sencia de oxígeno, esta reacción es una descarboxilación oxidativa y es 
catalizada por un enzima diferente. [Fuente: información de G. Layer et 
al., Curr. Opin. Chem. Biol. 8:468, 2004, Fig. 4.] 
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FIGURA 13-8 Transferencias de grupos fosforilo: algunos de los par- 
ticipantes. (a) En una representación (inadecuada) del P, hay tres oxige- 
nos unidos por enlace sencillo ai fósforo y un cuarto mediante un doble 
enlace, permitiendo las cuatro estructuras de resonancia diferentes que 
se muestran. (b) Las estructuras de resonancia del P, pueden ser repre- 
sentadas de una manera más precisa mostrando los cuatro enlaces fós- 
foro-oxigeno con cierto carácter de doble eniace; los orbitales híbridos 
así representados se estructuran en un tetraedro con el P en su centro. 
(c) Cuando un nucleófilo Z (en este caso, el -OH del C-6 de la glucosa) 
ataca al ATP, desplaza al ADP (W). En esta reacción S,2 se forma un 
intermedio pentacovalente transitorio (d). 
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del grupo fosforilo. La gran familia de enzimas que cata- 
lizan transferencias de grupo fosforilo en las que se 
utiliza el ATP como dador se denominan quinasas (del 
griego kinein, “mover”). La hexoquinasa, por ejemplo, 
“mueve” un grupo fosforilo del ATP a la glucosa. 

Los grupos fosforilo no son los únicos grupos que 
activan moléculas para la reacción. Los tioalcoholes 
(tioles), en los que se sustituye el átomo de oxígeno de 
un alcohol por un átomo de azufre, también son buenos 
grupos salientes. Los tioles activan los ácidos carboxíli- 
cos formando tioésteres (ésteres tiólicos). Encontrare- 
mos en capítulos posteriores diversas reacciones, inclui- 
das las catalizadas por las ácido graso sintasas en la 
síntesis de lípidos (véase la Fig. 21-2), en las que la 
sustitución nucleofílica en el carbono carbonílico de un 
tioéster tiene como resultado la transferencia del grupo 
acilo a otra porción de una molécula. 


Reacciones de oxidación-reducción Los átomos de car- 
bono pueden existir en cinco estados de oxidación, 
dependiendo de los elementos con los que compartan 
electrones (Fig. 13-9), y las transiciones entre estos 
estados son de importancia crucial en el metabolismo 
Qas reacciones de oxidación-reducción son el objeto de 
la Sección 13.4). En muchas oxidaciones biológicas un 
compuesto pierde dos electrones y dos iones hidrógeno 
(es decir, dos átomos de hidrógeno); estas reacciones 
son llamadas generalmente deshidrogenaciones y los 
enzimas que las catalizan son las deshidrogenasas 
(Fig. 13-10). En algunas oxidaciones biológicas, aun- 
que no en todas, un átomo de carbono pasaz 
covalentemente a un átomo de oxígeno. 
que catalizan estas oxidaciones suelen llama 
sas 0, si el átomo de oxígeno proviene directamente del 
oxígeno molecular (O,), oxigenasas. 

Cada oxidación debe ir acompañada de una reduc- 
ción, en la que un aceptor electrónico adquiere los 
electrones eliminados por la oxidación. Las reacciones 
de oxidación suelen liberar energía (piénsese en los 
fuegos de campamento: los compuestos de la madera 
son oxidados por las moléculas de oxígeno del aire). La 
mayor parte de las células obtienen la energía necesaria 
para su trabajo celular mediante la oxidación de com- 
bustibles metabólicos tales como gíúcidos o grasas (los 
organismos fotosintéticos también pueden captar y uti- 
lizar la energía de la luz solar). Las rutas catabólicas 
(productoras de energía) descritas en los capítulos 14 a 
19 son secuencias de reacciones oxidativas que condu- 


—CH)7—CH; Alcano 
—CH2— CHOH Alcohol 
P 
—CH,— N Aldehído (cetona) 
HCR) 
A 
CHE Acido carboxílico 
OH 


Dióxido de carbono 


FIGURA 13-9 Estados de oxidación del carbono en las biomoléculas. 
Cada compuesto se forma por oxidación del carbono marcado en rojo 
del compuesto inmediatamente superior. El dióxido de carbono es la 
forma más oxidada de carbono presente en los seres vivos. 


OH o 2H* + 2e7 O F: 
i | 
CH —CH—cÍ —— AS 
o- — 
2H* + 2e7 
Lactato Lactato Piruvato 


deshidrogenasa 


FIGURA 13-10 Una reacción de oxidación-reducción, Aqui se mues- 
tra la oxidación del lactato a piruvato. En esta deshidrogenación, dos 
electrones y dos ¡ones hidrógeno (el equivalente a dos átomos de hidró- 
geno) se eliminan del C-2 del lactato, un alcohol, para formar piruvato, 
una cetona. En las células esta reacción está catalizada por la lactato 
deshidrogenasa y los electrones se transfieren al cofactor nicotinamida 
adenina dinucteótido (NAD). Esta reacción es completamente reversi- 
ble; el piruvato puede ser reducido por electrones transferidos desde el 
cofactor. 


cen a la transferencia de electrones de las moléculas de 
combustible, a través de una serie de transportadores 
de electrones, hasta el oxígeno. La alta afinidad del O, 
por los electrones hace que el conjunto del proceso de 
transferencia de electrones sea altamente exergónico, 
suministrando la energía que impulsa la síntesis de ATP, 
objetivo central del catabolismo. 

Muchas de las reacciones de estas cinco clases 
están facilitadas por cofactores, en la forma de coenzi- 
mas y metales (vitamina B, S-adenosilmetionina, fola- 
to, nicotinamida así como el hierro constituyen algunos 
ejemplos). Los cofactores se unen a los enzimas —en 
algunos casos reversiblemente, en otros de forma casi 
irreversible- ¡AA la capacidad de promover 
Je el inada de química. La mayoría de cofac- 
mía A en una gama restringida de reacciones 
uy relacionadas. En los capítulos siguientes, presenta- 
remos y discutiremos cada cofactor importante en el 
punto en el que lo encontremos por primera vez. Los 
cofactores proporcionan otra forma de organizar el 
estudio de los procesos bioquímicos, ya que las reaccio- 
nes favorecidas por un cofactor determinado están, 
generalmente, relacionadas mecanísticamente. 


Las ecuaciones bioquímicas y químicas no son idénticas 


Los bioquímicos escriben las ecuaciones metabólicas de 
forma simplificada, cosa que es especialmente evidente 
en las reacciones en las que interviene el ATP. Los com- 
puestos fosforilados pueden existir en diversos estados 
de iorización y, tal como ya hemos señalado, las diferen- 
tes especies pueden unir Mg*. Por ejemplo, a pH 7,0 y 
Mg” 2 mm, el ATP puede existir en las formas ATP*, 
HATP*, H,ATP”, MgHATP- y Mg,ATP. Sin embargo, al 
pensar acerca del papel biológico del ATP no siempre 
estamos interesados en todo este «detalle por lo que 
consideramos el ATP como una entidad constituida por 
una suma de especies por lo que escribimos su hidrólisis 
con la ecuación bioquímica 


ATP + H¿0 —> ADP +P, 


en donde ATP, ADP y P, son sumas de especies. La 
correspondiente constante de equilibrio estándar trans- 
formada Ko = [ADP][P.V[ATP], depende del pH y del 
Mg* libre. Observe que H* y Mg** no aparecen en la 
ecuación bioquímica porque se mantienen constantes. 
Así, una reacción bioquímica no equilibra necesaria- 


mente H, Mg o carga aunque equilibra todos los demás 
elementos que intervienen en la reacción (C, N, O y P, 
en la anterior ecuación). 

Podemos escribir una reacción que sí equilibra 
todos los elementos y la carga. Por ejemplo, cuando se 
hidroliza el ATP a un pH superior a 8,5 en ausencia de 
Mg”, la reacción química se representa así 


ATP* + HO —> ADP? + HPOF + H* 


La constante de equilibrio correspondiente K’ eo = 
[ADP9][HPO 4][H*'MATP*], depende sólo de la tempe- 
ratura, presión y fuerza iónica. 

Las dos formas de escribir una reacción metabólica 
son valiosas en bioquímica. Las ecuaciones químicas son 
necesarias cuando se ha de dar cuenta de todos los áto- 
mos y cargas en una reacción, como cuando considera- 
mos el mecanismo de una reacción química. Se utilizan 
las ecuaciones bioquímicas para determinar la dirección 
en la que transcurrirá espontáneamente una reacción, 
dado un pH y una [Mg**] determinados, o para calcular 
la constante de equilibrio de tal reacción. 

A lo largo de este libro utilizaremos ecuaciones bio- 
químicas a menos que el foco esté puesto sobre un 
mecanismo químico y utilizaremos los valores de AG” y 
K”, determinados a pH 7 y Mg” Imm. 


RESUMEN 13.2 Lógica química y reacciones bioquímicas 
comunes 


E Los sistemas vivos utilizan un gran 
ciones químicas que se pueden clasifica 
generales. 

E Los grupos carbonilo juegan un papel especial en 
reacciones que forman o rompen enlaces C-C. Los inter- 
medios carbanión son frecuentes y se estabilizan 
mediante grupos carbonilo adyacentes o, menos fre- 
cuentemente, por iminas o ciertos cofactores. 

E Una redistribución de electrones puede producir 
reordenamientos, isomerizaciones y eliminaciones. 
Tales reacciones incluyen óxido-reducciones intramole- 
culares, cambios cis-trans en el ordenamiento de un 
doble enlace y trasposiciones de dobles enlaces. 

M La rotura homolítica de enlaces covalentes que 
genera radicales libres tiene lugar en algunas rutas, 
tales como ciertas reacciones de isomerización, descar- 
boxilación, de reductasas y reordenamientos. 

MM Las reacciones de transferencia de fosforilo son un 
tipo muy importante en la transferencia de grupo den- 
tro de las células y se requieren para la activación de 
moléculas que han de mtervenir en reacciones que, de 
otro modo, serían muy desfavorables. 

E Las reacciones de oxidación-—reducción implican la 
pérdida o ganancia de electrones: un reactivo gana elec- 
trones reduciéndose mientras que el otro los pierde y se 
oxida. Las reacciones de oxidación generalmente libe- 
ran energía siendo importantes en el catabolismo. 


13.3 Transferencia de grupos fosforilo 
y ATP 


Una vez desarrollados algunos principios fundamentales 
de los cambios de energía en los sistemas químicos y 
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revisadas las clases comunes de reacciones podemos 
examinar ahora el ciclo de la energía en las células y el 
papel especial del ATP como la moneda energética que 
enlaza catabolismo y anabolismo (véase la Fig. 1-30). 
Las células heterotróficas obtienen energía libre en una 
forma química a través del catabolismo de moléculas 
nutrientes, y utilizan esta energía para producir ATP a 
partir de ADP y P.. A continuación el ATP cede parte de 
su energía química a procesos endergónicos tales como 
la síntesis de intermediarios metabólicos y macromolé- 
culas a partir de precursores más pequeños, el transpor- 
te de sustancias a través de membranas contra gradien- 
tes de concentración, y el movimiento mecánico. Esta 
cesión de energía a partir del ATP generalmente implica 
la participación covalente del ATP en la reacción que ha 
de ser impulsada, con el resultado final de que el ATP se 
convierte en ADP y P o, en algunas reacciones en AMP 
y 2 P. Discutiremos ahora la base química de laa gran- 
des variaciones de energía libre que acompañan la 
hidrólisis del ATP y otros compuestos fosfato de alta 
energía, y mostraremos que en la mayoría de casos de 
cesión de energía por el ATP interviene una transferen- 
cia de grupo y no simplemente la bidrólisis del ATP. 
Para ilustrar la gama de transducciones de energía en 
las que el ATP proporciona la energía, consideraremos 
la síntesis de macromoléculas ricas en información, el 
transporte de solutos a través de membranas y el movi- 
miento producido por la contracción muscular. 


La variación de energía libre en la hidrólisis del ATP es 
egativa 
| 13-11 resume la base química de la relativa- 

mente grande y negativa variación de energía libre 
estándar de hidrólisis del ATP. La rotura hidrolítica del 
enlace anhídrido ácido fosfórico terminal (fosfoanhídri- 
do) del ATP elimina uno de los tres fosfatos cargados 
negativamente con lo que disminuye parte de la repul- 
sión electrostática del ATP; el P, liberado está estabiliza- 
do por la formación de varias formas resonantes que no 
son posibles en el ATP. 

La variación de energía libre para la hidrólisis del 
ATP es -30,5 kJ/mol en condiciones estándar, pero la 
energía libre real de hidrólisis (AG) del ATP en las célu- 
las vivas es muy diferente: las concentraciones celulares 
de ATP, ADP y P, no son idénticas y son mucho menores 
que las concentraciones estándar 1,0 m (Tabla 13-5). 
Además, el Mg** del citosol se une al ATP y al ADP (Fig. 
13-12), y en la mayoría de reacciones enzimáticas en 
las que interviene el ATP como dador de grupo fosforilo, 
el verdadero sustrato es MgATP*. La AG” pertinente es, 
por tanto, la de la hidrólisis del MgATP™. Puede calcu- 
larse la AG para la hidrólisis del ATP a partir de los datos 
de la Tabla 13-5. La energía libre de hidrólisis real del 
ATP en las condiciones intracelulares se la llama a 
menudo potencial de fosforilación, AG. 

Se puede calcular la variación de energía libre real 
de cualquier reacción metabólica tal como tiene lugar 
en la célula, siempre que se conozcan las concentracio- 
nes de todos los reactivos y productos así como otros 
factores (tales como pH, temperatura yMg**] que pue- 
dan afectar a la variación de energía libre real. 

Para complicar aun más la situación, las concentra- 
ciones totales de ATP, ADP, P, (y H*) en una célula 
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ATP + H,O —— ADP? + HPOZ” + 


FIGURA 13-11 Base química de la elevada variación de energía libre 
asociada a la hidrólisis del ATP. @ La hidrólisis, al provocar la separa- 
ción de cargas, elimina la repulsión electrostática entre las cuatro cargas 
negativas del ATP. (Y Ei producto fostato inorgánico (P) se estabiliza por 
la formación de un híbrido de resonancia, en el que cada uno de los cua- 
tro enlaces fóstoro-oxígeno tiene el mismo grado de carácter de dobie 
enlace mientras que el ión hidrógeno no está asociado de manera per- 
manente con ninguno de los oxígenos. (En los fosfatos involucrados en 
enlaces anhídrido o éster tiene lugar también un cierto grado de estabili- 
zación por resonancia, pero son posibles menos formas de resonancia 
que para el P). Jn tercer factor (no mostrado) que favorece la hidrólisis 
de. ATP es e: mayor grado de solvatación (hidratación) de las productos 
P, y ADP con relación al ATP, lo que estabiliza aún más las productos 
con relación a los reactivos. 


La diferencia se debe a la fuerte unión de ATP, ADP y P 
a proteínas celulares. Por ejemplo, la [ADP] libre en el 
músculo en reposo se ha calculado de forma variada 
entre 1 y 37 yum. Utilizando el valor 25 ¿am en el Ejemplo 
práctico 13-2, obtendríamos una ÁG, de -64 kJ/mol. No 
obstante, el cálculo del valor exacto de AG p es, quizá, 
menos instructivo que la generalización que podemos 
hacer sobre los cambios de energía libre reales: in vivo, 
la energía liberada por la hidrólisis del ATP es mayor 
que el valor de la variación de energía libre estándar, 
AG”. 

En las discusiones que siguen utilizaremos el valor 
de AG” de hidrólisis del ATP, porque ello permite una 
comparación, sobre la misma base, con la energética de 


+ 
d y tras reacciones celulares. Recuerde, sin embargo, que 
AG” = 30.5 kJ/mol (8) [> ii ivas la cantidad pertinente es AG -para la 


-como las que se dan en la Tabla 13-5- pueden ser sus- 
tancialmente superiores a las concentraciones libres, 
que son los valores termodinámicamente pertinentes. 


TABLA 13-5 ¡Concentraciones totales de 
nucleótidos de adenina, fosfato 


inorgánico y fosfocreatina 
en algunas células 


Po Concentración (mm)* 
ONP DP AMP P, ç PCr 


Hepatocito 3,38 132 0,29 48 0 
de rata | 


Miocito 8,05 093 0,04 805 28 
de rata | 


| 
| 

| Neurona 259 0,73 006 272 47 | 
| de rata | 


| Eritrocito 2,25 0,25 0,02 165 0 
| humano 


| Célula 790 104 082 79 0 
de E. colr 


e—a m 


"En el caso de los eritrocitos las concentraciones son las del citosol 


totales de la célula, aunque el citosol y la mitocondria tienen 
concentraciones muy diferentes de ADP. PCr es fosfocreatina, que 
se describe en la p. 516. 


e? Este valor refleja la concentración total; el verdadero valor para el 
ADP libre puede ser mucho menor. 


j s ATP y cualquier otra reacción- y que 
puede ser bastante diferente de AG”, 

Aquí hemos de mencionar un punto importante 
sobre los niveles celulares de ATP. Hemos visto (y lo 
discutiremos aún más) que las propiedades químicas 
del ATP hacen que sea una forma adecuada de moneda 
energética en las células. Pero no son solamente las 
propiedades químicas intrínsecas que le confieren esta 
capacidad para impulsar reacciones metabólicas y otros 
procesos que requieren energía. Más importante aún es 
que, en el transcurso de la evolución ha habido una 
fuerte presión selectiva hacia mecanismos reguladores 
que mantienen las concentraciones celulares de ATP 
muy por encima de las concentraciones de equili- 
brio para la reacción de hidrólisis. Cuando bajan las 
concentraciones de ATP, no sólo disminuye la cantidad 


O O 
"o—P—o—P—o—P—O-[Rib E Adenina | 
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0080 Eb | 
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FIGURA 13-12 Mg” y ATP. La formación de los complejos con Mg?" 
apantalla parcialmente las cargas negativas e influye sobre la conforma- 
ción de los grupos fosfato de nucleótidos tales como el ATP y el ADP 
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EJEMPLO PRÁCTICO 13-2 Cálculo de AG, 

Calcule la energía libre real de hidrólisis de ATP, AG y en los eritrocitos humanos. La energía libre estándar de hidró- 
lisis del ATP es de -30,5 kJ/mol, y las concentraciones de ATP, ADP y P, emlos eritrocitos son las que se muestran en 
la Tabla 13-5. Supongamos que el pH es 7,0 y la temperatura 37°C (temperatura corporal). ¿Qué nos dice todo ello 
sobre la cantidad de energía requerida para sintetizar ATP en las mismas condiciones celulares? 


Solución: CLas concentraciones de ATP, ADP y P en los eritrocitos humanos son 2,25, 0,25 y 1,65 mm, respectivamen- 
te. La energía libre real de hidrólisis del ATP en estas condiciones viene dada por la relación (véase la Ecn 13-4) 


[ADP][P¡] 


AG) = AG” + RT In rp 


Sustituyendo por los valores adecuados obtenemos 


AG, 


0.25 x 10 (1.65 x 10? 
—30.5 kJ/mol + (6315 kJ/mol-K)(310 K) CADA 
(2.25 x 10?) 
—30.5 kJ/mol + (2.58 kJ/mol) In 1.8 x 107* 


—30.5 kJ/mol + (2.58 kJ/mol) (8.6) 
—30.5 kJ/mol — 22 kJ/mol 
—52 kJ/mol 


It 


! 


(Observe que la respuesta final se ha redondeado al número correcto de cifras significativas (52,5 redondeado a 52), 
según las reglas de redondear 5 al número par más cercano para evitar el sesgo inherente al “redondeo”). Así, AGp, 
la variación de energía libre real para la hidrólisis del ATP en el eritrocito intacto (-52 kJ/mol), es mucho mayor que 
la variación de energía libre estándar (-30,5 kJ/mol). Por el mismo motivo, la energía libre requerida para sintetizar 


ATP a partir del ADP y P, en las condiciones existentes en el eritrocito sería 52 kJ/mol. 


de combustible, sino que el combusúhi ; 
potencia: AG para su hidrólisis (es decir, el potencial 
fosforilación AG) disminuye. Tal como se verá en la 
discusión de las rutas metabólicas que producen y con- 
sumen ATP, las células vivas han desarrollado mecanis- 
mos elaborados, frecuentemente a expensas de lo que 
nos podría parecer eficiencia y sentido común, para 
mantener concentraciones elevadas de ATP. 


Otros compuestos fosforilados y tioésteres también tienen 
energías libres de hidrólisis elevadas 


El fosfoenolpiruvato (PEP; Fig. 13-13) contiene un 
enlace éster fosfato que puede ser hidrolizado dando la 
forma enol del piruvato, y este producto directo de 
hidrólisis puede tautomerizar inmediatamente a la 
forma ceto que es más estable. Debido a que el reactivo 
(PEP) sólo tiene una forma (enol) y que el producto 
(piruvato) tiene dos formas posibles, el producto está 
estabilizado en relación al reactivo. Éste es el factor que 
más contribuye a la elevada energía libre estándar de 


dá ¿Se 


ATI (OMR) compuesto de tres carbonos, el 1,3-bisfosfoglice- 


rato (Fig. 13-14) contiene un enlace anhídrido entre el 
grupo carboxilo en C-1 y el ácido fosfórico. La hidrólisis de 
este acil fosfato va acompañada de un cambio grande y 
negativo de energía libre estándar (AG” = -49,3 kJ/mol), 
que también se puede explicar en función de la estructura 
de reactivo y productos. Cuando se añade H,O al enlace 
anhídrido del 1,3-bisfosfoglicerato, uno de los productos 
directos, el ácido 3-fosfoglicérico, puede perder inmedia- 
tamente un protón para dar el ión carboxilato, 3-fosfogli- 
cerato, que tiene dos formas de resonancia igualmente 
probables (Fig. 13-14). La eliminación del producto direc- 
to (ácido 3-fosfoglicérico) y la formación de un ión estabi- 
lizado por resonancia favorece la reacción directa. 

En la fosfocreatina (Fig. 13-15), el enlace P-N 
puede ser hidrolizado generando creatina libre y P.. La 
liberación de P, y la estabilización por resonancia de la 
creatina favorece la reacción directa. El cambio de 
energía libre estándar de la hidrólisis de la fosfocreatina 
es también grande, -43,0 kJ/mol. 

En todas estas reacciones que liberan fosfato, las 


- T : s $0 _ , i 7 
hidrólisis del fosfoenolpiruvato: AG” = -61,9 kJ/mol. diferentes formas de resonancia posibles para el P, (Fig. 
FIGURA 13-13 Hidrólisis del fosfoenolpiruvato A P 
PEP). Esta r ió tali la pi j P H-O 
(PEP) i eacción cata zada pa a jinjin quinasa, : Pp FA 2 A PA 
va seguida de la tautomerización espontánea del pro- o ys O e “OC . 0C 
ducto, el piruvato. La tautomerización no es posible en C hidrólisis p tautomerización 
el PEP, por la que los productos de hidrólisis están esta- Ln, 
bilizados en relación a los reactivos. También tiene 
PEP Piruvato Piruvato 


lugar la estabilización por resonancia del P, tal como se 
muestra en la Fig. 13-11. 


(forma enol) (forma ceto) 


PEP?" + H,0 —= piruvato” + HPO3” 
AG’? = -61.9 kJ/mol 
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FIGURA 13-14 Hidrólisis del 1,3-bisfosfogli- 10) 
cerato. El producto directa de la hidrólisis es el anr e 
ácido 3-fosfoglicérico, que posee un grupo pa 


ácido carboxľico sin disociar. Su disociación 
permite estructuras resonantes que estabilizan 
el producto con relación a los reactivos. La esta- 


1,3-Bistostoglicerato 


bilización por resonancia del P también contri- 
buye a la variación de energía libre negativa. 


FIGURA 13-15 Hidrólisis de la fosfocreatina. O” NH) 
La rotura del enlace P-N de la fosfocreatina pro- 
duce creatina, que está estabilizada por ta forma- 
ción de un híbrido de resonancia. El otro producto, 
P, ta mbién está estabilizado por resonancia. 


Fosfocreatina 


13-11) estabilizan este producto en relación al reactivo, 
contribuyendo a un cambio de energía libre pe 
negativo. En la Tabla 13-6 se muestran las—é(é 
libres estándar de hidrólisis de diversos comal 
fosforilados biológicamente importantes. 

Los tioésteres, en los que un átomo de azufre sus- 
tituye al oxígeno habitual en el enlace éster, tienen 
también energías libres estándar de hidrólisis grandes y 
negativas. El acetil-coenzima A, o acetil-CoA 
(Fig. 13-16), es uno de los muchos tioésteres impor- 
tantes en el metabolismo. El grupo acilo de estos com- 
puestos se activa para reacciones de transacilación, 
condensación u oxidación-reducción. Los tivésteres 
experimentan una estabilización por resonancia mucho 
menor que la de los ésteres de oxígeno; en consecuen- 
cia, la diferencia en energía libre entre el reactivo y sus 
productos de hidrólisis, que están estabilizados por 
resonancia, es mayor para los tioésteres que para los 
ésteres de oxígeno comparables (Fig. 13-17). En 
ambos casos, la hidrólisis del éster genera un ácido car- 
boxílico, que se puede ionizar y adoptar varias formas 
de resonancia. En conjunto, estos factores tienen como 
resultado una AG” grande y negativa (-31,4 kJ/mol) 
para la hidrólisis del acetil-CoA. 

En resumen, en las reacciones de hidrólisis con 
variaciones de energía libre estándar grandes y negati- 
vas, los productos son más estables que los reactivos 
debido a una o a varias de las siguientes razones: (1) la 
tensión de enlace en los reactivos debida a repulsión 
electrostática queda liberada por la separación de 
carga, tal como sucede en el caso del ATP; (2) los pro- 
ductos están estabilizados por ionización, como en el 
caso del ATP, acil fosfatos y tioésteres; (3) los productos 
están estabilizados por isomerización (tautomeriza- 
ción), como sucede con el PEP; y/o (4) los productos 
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Acido 3-fosfoglicérico 3-fosfoglicerato” 


1,3-Bisfosfoglicerato?” + H,O —— 3-Fosfoglicerato?” + HPOZ. + H? 


AG” = —49.3 kJ/mol 
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H-0 CH) H-N i Te 
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p +tNH, por resonancia HN 
Creatina 


Fosfocreatina?” + H,0 —— creatina + HPO%” 
AG'” = -43.0 kJ/mol 


están estabilizados por resonancia, como la creatina 

orada a ir de la fosfocreatina, el ión carboxilato 

H FANI acil fosfatos y tioésteres y el fosfato (P) 
iberado de enlaces anhídrido o éster. 


El ATP proporciona energía por transferencia de grupo 

y no por simple hidrólisis 

A lo largo de este libro encontraremos reacciones o pro- 
cesos para los que el ATP suministra energía, y la contri- 
bución del ATP a estas reacciones se indica normalmente 
tal como se muestra en la Figura 12-18a, con una flecha 
sencilla que muestra la conversión del ATP en ADP y P, 
(o, en algunos casos, de ATP en AMP y pirofosfato, PP ). 
Cuando se escriben de esta manera, estas reacciones del 
ATP parecen simples reacciones de hidrólisis en la que el 
agua desplaza al P, (o al PP) y uno siente la tentación de 
decir que una reacción dependiente de ATP está “impul- 
sada por la hidrólisis del ATP”. Esto no es así. La hidróli- 
sis del ATP per se normalmente no consigue nada excep- 
to la liberación de calor el cual no puede impulsar un 
proceso químico en un sistema isotérmico. Las flechas de 
reacción sencillas tales como las de la Fig. 13-18a repre- 
sentan, casi invariablemente, un proceso en dos pasos 
(Fig. 13-18b) en el que parte de la molécula de ATP, ya 
sea un grupo fosforilo o pirofosforilo o la porción adenila- 
to (AMP), se transfiere primero a una molécula de sus- 
trato o a un residuo aminoácido de un enzima, quedando 
unido de manera covalente al sustrato o enzima y elevan- 
do así su contenido en energía libre. A continuación, en 
el segundo paso, se desplaza la porción que contiene el 
grupo fosfato transferido en el primer paso, generando P, 
PP, o AMP como grupo saliente. Así el ATP participa de 
forma covalente en la reacción catalizada enzimática- 
mente a la que aporta energía libre. 


TABLA 13-6 "Energía bre estandar 
de hidrólisis de algunos 


compuestos fostorilados 
y del acetil-CoA (un tioéster) 


AG? 
(kJ/mol) (kcal/mol* 
| Fosfoenolpiruvato -61.9 -14.8 
| 1,3-bisfosfoglicerato 
(— 3-fosfoglicerato +P) —49.3 -11.8 
Fosfocreatina A3.0 -10.3 
ADP (S AMP — P) -32.8 -7.8 
| ATP (S ADP — P) -30.5 -72 
| ATP (S AMP — PP) 45.6 -10.9 
AMP (— adenosina + P) -14.2 3.4 
PP (S 2P) -19.2 4.0 
Glucosa 1-fosfato -20.9 -5.0 
Fructosa 6-fosfato -15.9 —3.8 | 
| Glucosa 6-fosfato -13.8 -3.3 | 
' Glicerol 3-fosfato -9.2 -22 
` Acetil-CoA -31.4 -7.5 


o — — 


Fuente: La mayor parte de datos provienen de Jencks, in Handbook 
of Biochemistry and Molecular Biology, 3rd edn (G. D. Fasman, ed.), 
Physical and Chemical Data, Vol. 1, p. 296, CAC Press, 1976. Value 
for the free energy of hydrolysis of PP, from P. A. Frey and A. 
Arabshahi, Biochemistry 34:11,307, 1995. 


Sin embargo, algunos procesos sí „Gop T 


lisis directa del ATP (o GTP). Por ejemplo, la unión no 
covalente de ATP (o de GTP), seguida de su hidrólisis 
a ADP (o GDP) y P, puede proporcionar la energía 
para ciclar algunas proteínas entre dos conformacio- 
nes, produciendo movimiento mecánico. Esto sucede 
en la contracción muscular (véase la Fig. 5-31) o en el 
movimiento de enzimas a lo largo del DNA (véase la 
Fig. 25r-31) o de los ribosomas a lo largo del RNA men- 
sajero (véase la Fig. 27-31). Las reacciones dependien- 
tes de energía catalizadas por las helicasas, la proteína 
Rec A, y algunas topoisomerasas (Capítulo 25) también 
implican hidrólisis directa de enlaces fosfoanhídrido. 
Las AAA+ ATPasas que intervienen en la replicación 
del DNA, y otros procesos descritos en el Capítulo 25 
utilizan la hidrólisis del ATP para ciclar proteínas aso- 
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Acetil-CoA + H,O —— acetato” + CoA + H* 
AG” = — 31,4 kJfAmol 


FIGURA 13-16 Hidrólisis del acetil-coenzima A. El acetil-CoA es un 
tioéster con una variación de energía libre estándar de hidrólisis grande 
y negativa. Los tioésteres contienen un átomo de azufre en la posición 
ocupada por un átomo de oxígeno en los ésteres de oxígeno. La estructura 
completa del coenzima A (CoA o COASH) se muestra en la Fig. 8-41. 


ciadas entre las formas activa e inactiva. Las proteínas 
fijadoras de GTP que actúan en rutas de señalización 
hidrolizan directamente el GTP para impulsar cambios 
de conformación que finalizan señales desencadenadas 
por hormonas o por otros factores extracelulares 
(Capítulo 12). 

AT (Hb Aómpuestos fosfato que se encuentran en los 
organismos vivos pueden dividirse de forma algo arbi- 
traria en dos grupos, basados en sus energías libres 
estándar de hidrólisis (Fig. 13-19). Los compuestos de 
“alta energía” tienen una AG” de hidrólisis más negativa 
que -25 kJ/mol; los compuestos de “baja energía” tienen 
una AG” menos negativa. Según este criterio, el ATP, 
para el que AG” de hidrólisis es -30,5 kJ/mol (-7,3 kcal 
mol) es un compuesto rico en energía; la glucosa 6-fos- 
fato, con una AG” de hidrólisis de -13,8 kJ/mol (-3,3 
kcal/mol), es un compuesto de baja energía. 

El término “enlace fosfato rico en energía”, utiliza- 
do desde hace tiempo por los bioquímicos para describir 
el enlace P-O roto en las reacciones de hidrólisis, es 
incorrecto e induce a confusión ya que sugiere de mane- 
ra equivocada que el enlace por sí mismo contiene la 
energía. De hecho, la rotura de todos los enlaces quími- 


FIGURA 13-17 Energía libre de hidrólisis de los 
tioésteres y los ésteres de oxigeno. Los productos 
cH —cÍ de ambos tipos de reacciones de hidrólisis tienen 
We =p aproximadamente el misma contenido de energía 

ra libre (G), pero el tioéster tiene un contenido de 

energía libre superior a la del éster de oxigeno. El 
solapamiento de orbitales entre los átomos de O y 
C permite la estabilización por resonancia en los 
ésteres de oxigeno, pero el solapamiento de orbi- 
tales entre los átomos de $ y C no es tan bueno, y 


estabilización 
por resonancia O 


tiene lugar poca estabilización por resonancia. 


512  Bioenergética y tipos de reacción bioquímicos 


coo- coo- 


| | 
dad i ATP ADP +P, HN—CH 
CH pr / CH 
| * + Nh; £ 
qe CH, 
€ C 
PN r h 
0) oO” O NH) 
Glutamato Glutamina 
(b) Reacción real en dos pasos 
NH, 
coo- i 
Hch 
ATP an 
3 ly O 
2 P 
ADP | 
y 
EN 
O G -A 
R 
Glutami! fosfato Pes 


unido a enzima Y O 


FIGURA 13-18 Hidrólisis del ATP en dos pasos. (a) La contribución 
del ATP a una reacción se muestra a menudo como un paso único, pero 
es casi siempre un proceso en dos pasos. (b) Se muestra aquí la reac- 
ción catalizada por la glutamina sintetasa dependiente de ATP. @ Se 
transfiere un grupo fosforilo desde el ATP al glutamato, y a continuación 
O el grupo fosforilo es desplazado por NH, y liberado como P. 


cos requiere un aporte de energía. La energía 
liberada en la hidrólisis de los compuestosl fos i 


tado de que los productos de la reacción tienen un 
contenido de energia libre menor que los reactivos. Para 
simplificar utilizaremos a veces el término “compuesto 
fosfato de alta energía” cuando nos refiramos al ATP u 
otros compuestos fosfato con una energía libre estándar 
de hidrólisis grande y negativa. 

Como es evidente a partir de la aditividad de las 
variaciones de energía libre de las reacciones secuencia- 
les (véase la Sección 13.1), cualquier compuesto fosfo- 
rilado puede sintetizarse acoplando la síntesis a la 
rotura de otro compuesto fosforilado eon una energía 
libre de hidrólisis más negativa. Por ejemplo, puesto que 
la escisión de P, a partir del fosfoenolpiruvato libera más 
energía de la necesaria para conseguir la condensación 
de P, con ADP, la donación directa de un grupo fosforilo 
del PEP al ADP es factible termodinámicamente: 


AG”? (kJ/mol) 
(1) PEP + WO —— piruvato + F —61.9 
(2) ADP + P; — ATP + HO +30.5 
Suma: PEP + ADP ——> piruvato + ATP -—314 


Obsérvese que la reacción global anterior se 
representa como la suma algebraica de las dos primeras 
reacciones aunque la reacción global es de hecho una 
tercera reacción, distinta, en la que no interviene el P; 
el PEP cede un grupo fosforilo directamente al ADP. 
Podemos describir los compuestos fosforilados como 
poseedores de un potencial de transferencia del 
grupo fosforilo alto o bajo en base a sus energías libress 


estándar de hidrólisis (según la Tabla 13-6). El poten- 
cial de transferencia del grupo fosforilo del PEP es muy 
alto, el del ATP es alto y el de la glucosa 6-fosfato es bajo 
(Fig. 13-19). 

Gran parte del catabolismo está dirigido hacia la 
síntesis de compuestos fosfato de alta energía, pero su 
formación no es un fin en sí mismo; constituyen una 
forma de activar una gran variedad de compuestos para 
transformaciones químicas posteriores. La transferen- 
cia de un grupo fosforilo a un compuesto añade efecti- 
vamente energía libre a dicho compuesto, de forma que 
tiene más energía libre para ceder durante sus transfor- 
maciones metabólicas posteriores. Hemos descrito 
anteriormente cómo se consigue la síntesis de glucosa 
6-fosfato mediante transferencia del grupo fosforilo del 
ATP. En el próximo capítulo veremos que esta fosforila- 
ción de la glucosa activa o “ceba” la glucosa para reac- 
ciones catabólicas que tienen lugar en prácticamente 
todas las células vivas. Debido a su posición intermedia 
en la escala de potencial de transferencia de grupo, el 
ATP puede transportar energía desde compuestos fos- 
fato de alta energía producidos por el catabolismo (fos- 
foenolpiruvato, por ejemplo) a compuestos tales como 
la glucosa, convirtiéndolos en especies más reactivas. El 
ATP sirve así como moneda de energía universal en 
todas las células vivas. 

Otra característica química del ATP es crucial para 
su papel en el metabolismo: aunque en solución acuosa 
el ATP es termodinámicamente inestable y es, por 


FIGURA 13-19 Clasificación de los compuestos biológicos fosforila- 
dos según sus energías libres estándar de hidrólisis. Se muestra el flujo 
de grupos fosforilo, representados por (P), desde grupos dadores de fos- 
forilo de elevada energía vía ATP a moléculas aceptoras (tales como glu- 
cosa y glicerol) para formar sus derivados fosfato de baja energía. (La 
localización de! grupo fosforilo de cada compuesto dador a lo largo de la 
escala indica aproximadamente la AG” de hidrólisis). Este flujo de gru- 
pos fostorila, catalizado por quinasas, transcurre con una pérdida global 
de energía libre en las condiciones intracelulares. La hidrólisis de los com- 
puestos fosfato de baja energía libera P, que tiene un potencia! de trans- 
ferencia de grupo fostorilo (tal como se define en el texto) aún menor. 


FIGURA 13-20 Reacciones de desplazamiento nucelofílico 
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Tres posiciones en el ATP para el ataque por el nucleófilo RI8Ó 


del ATP. Cualquiera de los tres átomos de P (a, 8 o y) puede y B 5 
servir corno diana electrofílica para un ataque nucleofílico, en O O 
este caso por el nucleófilo marcado R-0:, El nucleófilo puede tad N Rib l Adenina 
ser un alcohol (ROH), un grupo carboxilo (RCOO ), o un fos- E A a | A 
foanhidrido (un nucleósido mono- a difosfato, por ejemplo). Li O I Q Q 3 
(a) Cuando el oxígeno del nucleófilo ataca la posición y, se r—"0 r—*0 R—"0 
marca el oxigeno enlazante dei producto, lo que indica que el 
grupo transferido desde el ATP es un fosforito (-PO,*) y no un 
fosfato (OPD. (b) El ataque sobre la posición 4 desplaza O O 
AMP y conduce a la transferencia de un grupo pirofasforilo (no lil i f =o H 
pirofosfato) al nucleófilo. (c) El ataque sobre la posición a des- R—"0—P—0” di O dl R— dd e | Rib | Adenina 
plaza PP y transfiere el grupo adenililo al nucteófilo. o” o” OF o” 
+ + -- 
ADP AMP PP, 
Transferencia Transferencia de Transferencia de 
de fosforilo pirofosforilo adenililo 
(a) (b) tc) 


tanto, un buen dador de grupo fosforilo, es cinética- 
mente estable. Debido a las enormes energías de activa- 
ción (200 a 400 kJ/mol) necesarias para la escisión no 
catalizada de sus enlaces fosfoamhídrido, el ATP no 
dona espontáneamente grupos fosforilo al agua o a los 
otros cientos de aceptores potenciales en la célula. Sola- 
mente cuando están presentes enzimas específicos para 
disminuir la energía de activación tiene lugar la transfe- 
rencia del grupo fosforilo desde el ATP. La célula es, por 
tanto, capaz de regular la utilización de la energía trans- 


portada por el ATP a través de la regulación de 
diversos enzimas que actúan sobre el migm 


OP 


El ATP dona grupos fosforilo, pirofosforilo, y adenililo 


Las reacciones del ATP son, generalmente, desplaza- 
mientos nucleofílicos 8,2 (véase la Sección 13.2), en los 
que el nucleófilo puede ser, por ejemplo, el oxígeno de 
un alcohol o carboxilato o un nitrógeno de la creatina o 
de la cadena lateral de la arginina o histidina. Cada uno 
de los tres fosfatos del ATP es susceptible de ataque 
nucleofílico (Fig. 13-20), y cada posición de ataque 
conduce a un tipo diferente de producto. 

El ataque nucleofílico por un alcohol sobre el fosfa- 
to y (Fig. 13-20a) desplaza ADP y produce un nuevo 
éster fosfato. Estudios con reactivos marcados con '%0 
han demostrado que el oxígeno puente en el nuevo 
compuesto proviene del alcohol y no del ATP; el grupo 
transferido desde el ATP es, por tanto, un fosforilo 
(-PO,”>) y no un fosfato (-OPO,”). La transferencia de 
un grupo fosforilo desde el ATP al glutamato (Fig. 
13-18) o a la glucosa implica el ataque sobre la posición 
y de la molécula de ATP. 

El ataque sobre el fosfato 4 del ATP desplaza AMP 
y transfiere un grupo pirofosforilo (no pirofosfato) al 
nucleófilo atacante (Fig. 13-20b). Por ejemplo, la for- 
mación del 5-fosforribosil-1-pirofosfato, un intermedia- 
rio clave en la síntesis de nucleótidos, tiene lugar 
mediante el ataque de un -OH de la ribosa sobre el 
fosfato f. 

El ataque nucleofílico sobre la posición a del ATP 
desplaza PP y transfiere adenilato (5'-AMP) en forma 
de grupo adenililo (Fig. 13-20c); la reacción es una ade- 
nililación (probablemente una de las palabras más 
desgarbadas del lenguaje bioquímico). Obsérvese que la 


hidrólisis del enlace fosfoanhídrido a-f libera conside- 
rablemente más energía (-46 kJ/mol) que la hidrólisis 
del enlace 4y (-31 kJ/mol) (Tabla 13-6). Además, el 
PP, formado como subproducto de la adenililación se 
hidroliza a dos P, por el enzima ubicuo pirofosfato 
inorgánico hidrolasa, liberando 19 kJ/mol y propor- 
cionando así un “empujón” energético adicional para la 
reacción de adenililación. De hecho, los dos enlaces 
fosfoanhídrido del ATP se rompen en la reacción global. 
Las reacciones de adenililación son, por tanto, termodi- 
námicamente muy favorables. Cuando se utiliza la ener- 


AN para impulsar una reacción metabólica . 
nte desfavorable, la adenililación es a menu- 


do el mecanismo de acoplamiento energético. La activa- 
ción de los ácidos grasos es un buen ejemplo de esta 
estrategia de acoplamiento energético. 

El primer paso en la activación de un ácido graso, 
bien para su oxidación para producir energía bien para 
su uso en la síntesis de lípidos más complejos, es la for- 
mación de su éster tiólico (véase la Fig. 17-5). La con- 
densación directa de un ácido graso con el coenzima À 
es endergónica, pero la formación del acil graso-CoA se 
hace exergónica mediante la eliminación por pasos de 
dos grupos fosforilo del ATP. En primer lugar, se trans- 
fiere adenilato (AMP) desde el ATP al grupo carboxilo 
del ácido graso, formando un anhídrido mixto (acil 
graso adenilato) y liberando PP. El grupo tiol del coen- 
zima A desplaza a continuación el grupo adenililo y 
forma un tioéster con el ácido graso. La suma de estas 
dos reacciones es energéticamente equivalente a la 
hidrólisis exergónica del ATP a AMP y PP, (AG” = -45,6 
kJ/mol) y la formación endergónica del acil graso-CoA. 
La formación del acil graso-CoA (AG*” = 31,4 kJ/mol) se 
hace energéticamente favorable mediante la hidrólisis 
del PP, por la pirofosfato inorgánico hidrolasa. Así, en la 
activación de un ácido graso, se rompen los dos enlaces 
fosfoanhídrido del ATP. La AG” resultante es la suma de 
los valores de AG” para la rotura de estos enlaces, a 
saber, -45,6 kJ/mol + (-19,22) kJ/mol: 


ATP + 2H,0 ——> AMP + 2P; AG” = —64.8 kJ/mol 


La activación de los aminoácidos antes de su polimeri- 
zación en forma de proteínas (véase la Fig. 27-19) se 
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consigue mediante un conjunto de reacciones análogo 
en el que una molécula de RNA de transferencia hace 
las veces de coenzima A. En la luciérnaga se produce 
una utilización interesante de la rotura de ATP a AMP y 
PP, que usa el ATP como fuente de energía para produ- 
cir destellos de luz (Recuadro 13-1). 


La formación de macromoléculas informativas 

requiere energia 

Cuando se unen precursores sencillos formando políme- 
ros de elevada masa molecular con secuencias definidas 
(DNA, RNA, proteínas), tal como se describe detallada- 
mente en la Parte Ill, se requiere energía tanto para la 
condensación de las unidades monoméricas como para 
la creación de secuencias ordenadas. Los precursores 
de la síntesis del DNA y del RNA son nucleósido trifos- 
fatos, y la polimerización va acompañada de la rotura de 
la unión fosfoanhídrido entre los fosfatos a y $, con 
liberación de PP, (Fig. 13-20). Las porciones transferi- 
das al polímero creciente en estas reacciones son adeni- 
lato (AMP), guanilato (GMP), citidilato (CMP) o uridi- 
lato CUMP) en la síntesis del RNA, o sus análogos desoxi 
(con TMP en lugar de UTP) en la síntesis del DNA. 
Como hemos señalado antes, en la activación de ami- 
noácidos para la síntesis de proteínas interviene la 
donación de grupos adenililo del ATP, y tal como vere- 
mos en el Capítulo 27 varios pasos de la síntesis de 
proteínas en el ribosoma están también acompañadas 
de la hidrólisis de GTP. En todos estos casos la rotura 
exergónica de un nucleósido trifosfato está plada al 
proceso endergónico de síntesis de un polímero y E iý J 
secuencia específica. 


El ATP aporta energía para el transporte activo 
y la contracción muscular 


El ATP puede suministrar la energía para transportar un 
ión o una molécula a través de una membrana a otro 
compartimiento acuoso en donde su concentración es 
superior (véase la Fig. 11-36). Los procesos de trans- 
porte son grandes consumidores de energía; en el riñón 
y el cerebro humanos, por ejemplo, hasta dos tercios de 
la energía consumida en reposo es utilizada para bom- 
bear Na” y K' a través de las membranas plasmáticas vía 
la Na*K” ATPasa. El transporte de Na* y K* está impul- 
sado por la fosforilación y desfosforilación cíclicas de la 
proteína transportadora, con el ATP como dador de 
grupo fosforilo. La fosforilación dependiente de Na* de 
la Na*K” ATPasa fuerza un cambio en la conformación 
de la proteína, mientras que la desfosforilación depen- 
diente de K* favorece el retorno a la conformación ori- 
ginal. Cada ciclo del proceso de transporte da lugar a la 
conversión de ATP en ADP y P, y es la variación de 
energía libre de la hidrólisis del ATP la que impulsa los 
cambios cíclicos en la conformación de la proteína que 
dan lugar al bombeo electrogénico de Na* y K*. Obsér- 
vese que, en este caso, el ATP interacciona covalente- 
mente a través de la transferencia de grupo fosforilo al 
enzima, no al sustrato, 

En el sistema contráctil de las células del músculo 
esquelético, la miosina y la acima están especializadas 
en la transducción de la energía química del ATP en 
movimiento (véase la Fig. 5-31). El ATP se une fuerte- 


mente, aunque no de forma covalente, a una conforma- 
ción de la miosina, manteniendo la proteína en esta 
conformación. Cuando la miosina cataliza la hidrólisis 
de su ATP ligado, el ADP y el P, se disocian de la proteí- 
na permitiendo que ésta se relaje a una segunda confor- 
mación hasta que se une otra molécula de ATP. La unión 
y posterior hidrólisis del ATP (por la ATPasa de la mio- 
sina) proporciona la energía que fuerza cambios cíclicos 
en la conformación de la cabeza de la miosina. El cam- 
bio de conformación de muchas moléculas individuales 
de miosina da lugar al deslizamiento de las fibrillas de 
miosina a lo largo de los filamentos de actina (véase la 
Fig. 5-30), lo que se traduce en la contracción macros- 
cópica de la fibra muscular. Esta producción de movi- 
miento mecánico a expensas del ATP es, como se ha 
señalado anteriormente, uno de los pocos casos en los 
que la hidrólisis per se del ATP, y no la transferencia de 
grupo desde el ATP, es la fuente de energía química en 
un proceso acoplado. 


Las transfosforilaciones entre nucleótidos se dan en todos 
los tipos celulares 


Aunque nos hemos centrado en el ATP como moneda 
energética celular y dador de grupos fosforilo, los otros 
nucieósido trifosfatos (GTP, UTP y CTP}, y todos los 
desoxinucleósido trifosfatos (dATP, dGTP, dTTP y 
dCTP) son energéticamente equivalentes al ATP. Los 
cambios de energía lihre estándar asociados con la 
hidrólisis de sus enlaces fosfoanhídrido son casi idénti- 
cos a los mostrados en la Tabla 13-6 para el ATP. En 
PE jiki Pn 2 sus diversos papeles biológicos, estos 
tres nuci Sh dos se generan y mantienen en forma de 
nucleósidos trifosfato (NTP) por transferencia de gru- 
pos fosforilo a los correspondientes nucleósidos difosfa- 
to (NDP) y monofosfato (NMP). 

El ATP es el compuesto fosfato de alta energía pri- 
mario producido por el catabolismo, en los procesos de la 
glucólisis, la fosforilación oxidativa y, en las células foto- 
sintéticas, la fotofosforilación. Varios enzimas transpor- 
tan a continuación grupos fosforilo desde el ATP a los 
otros nucleótidos. La nucleósido difosfato quinasa, 
que se encuentra en todas las células, cataliza la reacción 


+ 


Mg” 
ATP + NDP(odNDP) == ADP + NTPC(odNTP) 
AG” =0 


Aunque esta reacción es completamente reversible, la 
proporeión relativamente elevada ¡ATPV(ADP] en las 
células normalmente desplaza la reacción hacia la dere- 
cha, con formación neta de los NTP y dNTP. El enzima 
cataliza en realidad una transferencia de grupo fosforilo 
en dos pasos que es un ejemplo clásico de mecanismo 
de doble desplazamiento (Ping-Pong) (Fig. 13-21; 
véase también la Fig. 6-13b). En primer lugar, la trans- 
ferencia de un grupo fosforilo desde al ATP a una His 
del sitio activo produce un intermedio fosfoenzima; a 
continuación el grupo fosforilo se transfiere desde el 
residuo €)-His a un NDP aceptor. Puesto que el enzima 
no es específico para la base del NDP y funciona igual 
de bien sobre dNDP que con NDP, puede sintetizar 
todos los NTP y dNTP, a partir de los correspondientes 
NDP y un suministro de ATP. 


RECUADRO 13-1 Los destellos de la luciérnac 


na: infr mac 
Ud INNOT Als 


| La bioluminiscencia requiere cantidades considera- 

bles de energía. En la luciérnaga, se utiliza el ATP en 
un conjunto de reacciones que convierten energía 
| química en energía luminosa. Los machos emiten un 
| destello para atraer a las hembras que, a su vez, 
retornan un destello para indicar su interés. En la 
década de 1950 y a partir de muchos millares de 
| luciérnagas recogidas por niños en Baltimore y alre- 
|! dedores, William McElroy y sus colaboradores de la 
Johns Hopkins University aislaron los principales 
componentes bioquímicos: la luciferina, un ácido car- 
boxílico complejo y la luciferasa, un enzima. La gene- 
| ración de un destello de luz requiere la activación de 
la luciferina por una reacción enzimática en la que se 
produce una escisión de pirofosfato del ATP forman- 
do luciferil adenilato (Fig. 1). En presencia de oxíge- 
no molecular y luciferasa, la luciferina experimenta 


La luciérnaga, un escarabajo de la familia 
Lampyridae 


regeneradoras 
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una descarboxilación oxidativa en varios pasos a 
oxiluciferina. Este proceso va acompañado de emi- 
sión de luz. El color del destello de luz difiere según 

la especie de luciérnaga y parece estar determinado 
por diferencias en la estructura de la lhuciferasa. La 
luciferina se regenera a partir de la oxiluciferina en | 
una serie de reacciones posteriores. 

En el laboratorio se utilizan luciferina y luciferasa 
puras para medir cantidades muy pequeñas de ATP a 
través de la intensidad del destello de la luz produci- 
da. De esta manera se pueden medir concentraciones 
de ATP tan bajas corno unos pocos picomoles (10 
mol). La pirosecuenciación de gen próximo del DNA 
se basa en destellos de luz obtenidos en las reacción 
luciferma-luciferasa para detectar la presencia de 
ATP después de la adición de nucleótidos a una cade- 
na en crecimiento de DNA (véase la Fig. 8-36). 


o” 
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A 0% ibn 
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Luciferil adenilato 
| 
CO, + AMP | 


reacciones 


A A Oxiluciferina 


FIGURA 1 Componentes importantes en el ciclo de bioluminiscencia de la luciérnaga. 


Las transferencias de grupo fosforilo desde el ATP 
provocan la acumulación de ADP; por ejemplo, cuando 
el músculo se contrae fuertemente, el ADP se acumula 
e interfiere con la contracción dependiente de ATP. En 
períodos de demanda intensa de ATP, la célula disminu- 
ye la concentración de ADP, al tiempo que adquiere 
ATP, mediante la reacción de la adenilato quinasa: 


Mg?* 
2ADP == ATP + AMP AG” =0 


Esta reacción es completamente reversible, de forma 
que cuando cesa la demanda intensa de ATP el enzima 
puede reciclar también AMP convirtiéndolo en ADP, el 
cual a continuación puede fosforilarse a ATP en la mito- 
condria. Un enzima similar, la guanilato quinasa, con- 
vierte GMP en GDP a expensas de ATP. A través de 
rutas como éstas, la energía conservada en la produc- 


ción catabólica de ATP se utiliza para suministrar a la 
célula todos los NTP y ANTP requeridos. 

La fosfocreatina (PCr; Fig. 13-15), llamada tam- 
bién creatina fosfato, sirve como una fuente disponible 
de grupos fosforilo para la síntesis rápida de ATP a 
partir de ADP. La concentración de PCr en el músculo 
esquelético es aproximadamente 30 mm, casi diez 
veces la concentración de ATP, y en otros tejidos tales 
como el músculo liso, cerebro, y riñón es de 5 a 10 mm. 
El enzima creatina quinasa cataliza la reacción 
reversible 


Mg?* 
ADP + PCr ==> ATP + Cr AG” = —12.5 kJ/mol 


Cuando una demanda repentina de energía agota el 
ATP, la reserva de PCr se utiliza para reponer ATP a una 
velocidad considerablemente mayor que la que puede 
sintetizar ATP a través de las rutas catabólicas. Cuando 
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disminuye la demanda de energía, el ATP producido por 
el catabolismo se utiliza para reponer la reserva de PCr 
por inversión de la reacción de la creatina quinasa 
(véase el Recuadro 23-2). Los organismos de los phyla 
inferiores emplean otras moléculas semejantes a la PCr 
(denominadas colectivamente fosfágenos) como depó- 
sitos de fosforilo. 


El polifosfato inorgánico es un dador potencial de grupos 
fosforilo 


El polifosfato inorgánico, poliP (o (poliP), en donde n 
es el número de residuos ortofosfato) es un polímero 
lineal compuesto de muchas decenas o centenas de 
residuos P, unidos a través de enlaces fosfoanhídrido. 
Este polímero, presente en todos los organismos, puede 
acumularse en grandes cantidades en algunas células. 
Por ejemplo, en la levadura, la cantidad de PoliP que se 
acumula en las vacuolas representaría, si se distribuye- 
se de manera uniforme por toda la célula, una concen- 
tración de 200 mm! (Compárese con las concentraciones 
de otros dadores de grupos fosforilo mencionados en la 
Tahla 13-5). 


Polifosfato inorgánico (PoliP) 


Un papel potencial del PoliP es el de fosfágeno, 
una reserva de grupos fosforilo que se E 


para generar ATP, de la misma manera que se u Mis 


© 
len sm 
j 


creatina fosfato en el músculo. El poliP tiene 
damente el mismo potencial de transferencia de gru- 
pos fosforilo que el PP. El polifosfato más corto, PP, (n 
= 2), puede servir como fuente de energía para el 
transporte activo de H- a través de la membrana vacuo- 
lar en células vegetales. Para al menos una forma del 
enzima fosfofructoquinasa de vegetales, el PP, es el 
dador de grupos fosforilo, un papel asignado al ATP en 
animales y microbios. El hallazgo de elevadas concen- 
traciones de poliP en condensados volcánicos y respi- 
raderos de vapor sugiere que podría haber servido 
como fuente de energía en la evolución prebiótica y 
celular temprana. 

En las bacterias el enzima polifosfato quinasa-1 
(PPK-1) cataliza la reacción reversible: 


Mg“ 
ATP + (poliP), == ADP + (poliP )n+ı 
AG’? = —20 kJ/mol 


Adenosina PHP) P) 


(ATP) 
Ping 


ÓN (P) (P) 


HAY 


a través de un mecanismo en el que interviene un inter- 
medio @}His unido al enzima (recuérdese el mecanis- 
mo de la nucleósido difosfato quinasa, descrito en la Fig. 
13-21). Un segundo enzima, polifosfato quinasa-2 
(PPK-2), cataliza la síntesis reversible de GTP (o ATP) 
a partir de polifosfato y GDP o (ADP): 


+ 


GDP(ADP) + (poliP),, +; E GTP(ATP) + (poliP ),, 


Se cree que la PPK-2 actúa principalmente en la direc- 
ción de síntesis de GTP y ATP y que la PPK-1 lo hace en 
la dirección de la síntesis de polifosfato. PPK-1 y PPK-2 
están presentes en un gran número de bacterias inclui- 
das muchas especies patógenas. 

En las bacterias se ha observado que niveles eleva- 
dos de poltiP promueven la expresión de genes que 
intervienen en la adaptación a condiciones de inanición 
u otras amenazas para la supervivencia, En Escheri- 
chia coli, por ejemplo, el poliP se acumula cuando las 
células se hacen crecer en un medio con carencia de 
aminoácidos o de P, y esta acumulación confiere una 
ventaja de supervivencia. La eliminación de los genes de 
las polifosfato quinasas disminuye la capacidad de cier- 
tas bacterias patógenas de invadir tejidos animales. 
Podría demostrarse que los enzimas son, por tanto, 
dianas adecuadas para el desarrollo de nuevos fármacos 
antimicrobianos. 

Ningún gen de la levadura codifica una proteína de 
tipo PPK, pero un complejo de proteínas relacionadas 
con la actina puede llevar a cabo la síntesis de polifosfa- 


\Ò El mecanismo de síntesis de polifosfato en los euca- 


muy diferente al de los procariotas. 


RESUMEN 13.3 Transferencias de grupo fosforilo y ATP 


Mi El ATP constituye la unión química entre catabolis- 
mo y anabolismo. Es la moneda energética de la célula 
viva. La conversión exergónica del ATP a ADP y P, oa 
AMP y PP, está acoplada a muchas reacciones y proce- 
sos endergónicos. 

© La hidrólisis directa del ATP es la fuente de energía 
en algunos procesos impnisados por cambios de confor- 
mación pero, en general, no es la hidrólisis del ATP sino 
la transferencia de un grupo fosforilo, pirofosforilo o 
adenililo del ATP al sustrato o al enzima la que acopla la 
energía de rotura del ATP a transformaciones endergó- 
nicas de sustratos. 

E A través de estas reacciones de transferencia de 
grupo, el ATP proporciona la energía para las reacciones 
anabólicas, incluida la síntesis de macromoléculas por- 
tadoras de información, y para el transporte de molécu- 


Nucleósido 


ALPHA? 
Y (cualquier NTP o Oye 
(Enz— His-4 P) (PHP) 


Nucleósido—P)}P) 
(cualquier NDP o dNDP) 


FIGURA 13-21 Mecanismo ping-pong de la nucleósido difosfato quinasa. El 
enzima une su primer sustrato (ATP en nuestro ejemplo) y se transfiere un grupo fos- 
forilo a la cadena latera! de un residuo His, Sale el ADP que es reemplazado por otro 
nucleósido (o desoxinucleósido) difosfato que se convierte en el correspondiente tri- 
fosfato por transferencia de grupo fosfor'io desde el residuo de fosfohistidina 


las e iones a través de las membranas contra gradientes 
de concentración o de potencial eléctrico. 

M Para mantener su elevado potencial de transferen- 
cia de grupo, la concentración ATP debe mantenerse 
muy por encima de la concentración de equilibrio 
mediante reacciones del catabolismo que producen 
energía, 

MM Las células contienen otros metabolitos con ener- 
gías libres de hidrólisis grandes y negativas. Entre ellos 
se incluyen el fosfoenolpiruvato, el 1,3-bisfosfoglicerato 
y la fosfocreatina. Estos compuestos de elevada energía, 
al igual que el ATP, tienen un potencial de transferencia 
dei grupo fosforilo elevado. Los tioésteres también tiene 
elevadas energías libres de hidrólisis. 

E El polifosfalo inorgánico, presente en todas las célu- 
las, puede servir como reserva de grupos fosforilo con 
elevado potencial de transferencia de grupo. 


13.4 Reacciones de oxidación- 
reducción biológicas 


La transferencia de grupos fosforilo es una de las carac- 
Lerísticas centrales del metabolismo. De igual importan- 
cia es otro tipo de transferencia, la transferencia de 
electrones en las reacciones de oxidación-reducción, a 
veces denominadas reacciones redox. En estas reaccio- 
nes se produce la pérdida de electrones por una especie 
química, que es así oxidada, y la ganancia de electrones 
por otra, que es reducida. El flujo de electrones en las 
reacciones de oxidación-reducción respo 
directa o indirectamente, de todo eto Ra 
por los organismos vivos. En los orgart ño fobs 
téticos, la fuente de electrones son compuestos reduci- 
dos (alimentos); en los organismos fotosintéticos, el 
dador de electrones inicial es una especie química exci- 
tada por absorción de la luz. La ruta del flujo de electro- 
nes en el metabolismo es compleja. Los electrones 
pasan desde diversos intermedios metabólicos a trans- 
portadores de electrones especializados en reacciones 
catalizadas por enzimas. Los transportadores ceden, a 
su vez, los electrones a aceptores con afinidad por los 
electrones más elevada, liberando energía. Las células 
contienen una serie de transductores de energía mole- 
cular que transforman la energía del flujo de electrones 
en trabajo útil. 

Empezaremos discutiendo de qué modo una fuerza 
electromotriz (fem) puede realizar trabajo, después 
consideraremos las bases teóricas y experimentales 
para la determinación de los cambios de energía en las 
reacciones de oxidación en términos de fem y la rela- 
ción entre esta fuerza, expresada en voltios, y la varia- 
ción de energía libre, expresada en joules. También se 
describen las estructuras y la química de oxidación-re- 
ducción de los transportadores de electrones especiali- 
zados más comunes, que encontraremos repetidamente 
en capítulos posteriores. 


El flujo de electrones puede realizar trabajo biologico 


Cada vez que utilizamos un motor, una lámpara o cale- 
factor eléctricos, o una chispa para encender la gasoli- 
na en un motor de coche, utilizamos el flujo de electro- 
nes para realizar trabajo. En el circuito que alimenta 
un motor, la fuente de electrones puede ser una batería 


MITA 


AM 


ATH 
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que contiene dos especies químicas que difieren en su 
afinidad por los electrones. Los cables eléctricos pro- 
porcionan una ruta para el flujo de electrones desde la 
especie química en un polo de la batería, a través del 
motor, a la especie química en el otro polo de la bate- 
ría. Debido a que las dos especies químicas difieren en 
su afinidad por los electrones, éstos fluyen espontá- 
neamente a través del circuito, impulsados por una 
fuerza proporcional a la diferencia en afinidad electró- 
rica, la fuerza electromotriz, fem. La fem (normal- 
mente unos pocos voltios) puede realizar trabajo si se 
coloca en el circuito un transductor de energía adecua- 
do, en este caso un motor. El motor se puede acoplar a 
diferentes dispositivos mecánicos para realizar trabajo 
útil. 

Las células vivas tienen un “circuito” biológico aná- 
logo, con un compuesto relativamente reducido tal 
como la glucosa como fuente de electrones. A medida 
que la glucosa se oxida enzimáticamente, los electrones 
liberados fluyen espontáneamente a través de una serie 
de transportadores de electrones intermedios a otra 
especie química, tal como el O,. Este flujo de electrones 
es exergónico, porque el O, tiene una afinidad por los 
electrones mayor que la que tienen los transportadores 
de electrones intermedios. La fem resultante proporcio- 
na energía a una serie de transductores moleculares de 
energía (enzimas y otras proteínas) que realizan el tra- 
bajo biológico. En la mitocondria, por ejemplo, enzimas 
ligados a la membrana acoplan el fujo de electrones a la 
producción de una diferencia de pH transmembrana y a 
otencial eléctrico transmembrana, con lo que se 

trabajo osmótico y eléctrico. El gradiente de 
protones así formado tiene energía potencial, a veces 
llamada fuerza protón-motriz por analogía con la fuerza 
electromotriz. Otro enzima, la ATP sintasa de la mem- 
brana mitocondrial interna, utiliza la fuerza protón-mo- 
triz para realizar trabajo químico: síntesis de ATP a 
partir de ADP y P a medida que los protones fluyen 
espontáneamente a través de la membrana. De forma 
parecida, enzimas localizados en la membrana de E. coli 
convierten la fem en fuerza protón-motriz, que se utiliza 
seguidamente para accionar el movimiento flagelar. Los 
principios de la electroquímica que gobiernan los cam- 
bios de energía en el circuito macroscópico con un 
motor y batería se aplican con igual validez a los proce- 
sos moleculares que acompañan el flujo de electrones 
en las células vivas. 


Las óxido-reducciones se pueden describir en forma de 
semirreacciones 


Aunque la oxidación y la reducción han de tener lugar 
conjuntamente, es conveniente al describir transferen- 
cias electrónicas considerar las dos mitades de una 
reacción de oxidación-reducción de forma separada. 
Por ejemplo, la oxidación del ión ferroso por el ión 
cúprico: 


Fe** + Cu?* == Fe** + Cut 
se puede describir en términos de dos semirreacciones: 
(1) Fe” = Fe +e 
(2) Cu?t + e7 ==> Cut 
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La molécula dadora de electrones en una reacción de 
oxidación-reducción se denomina agente reductor o 
reductor; la molécula aceptora de electrones es el agen- 
te oxidante u oxidante. Un agente determinado, tal 
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FIGURA 13-22 Diferentes estados de oxidación del carbono en la 
biosfera. Para entender los estados de oxidación de estos fíjese en el 
carbono en rojo y sus electrones enlazantes. Cuando este carbono esta 
enlazado al átomo de H, menos electronegativo, ambos electrones enta- 
zantes ten rojo) se asignan al carbono. Cuando el carbono está enlazado 
a otro carbono, los electrones enlazantes se comparten por igual, de 
forma que uno de los dos electrones se asigna al carbono en rojo. 
Cuando el carbono en rojo está unido al átomo de oxigeno, más electro- 
negativo, los electrones enlazantes se asignan al oxigeno. El número a la 
derecha de cada compuesto es el numero de electrones que “pertene- 
cen” al carbono en rojo, una expresión aproximada del grado de oxida- 
ción de este compuesto. Cuando el carbono en rojo se oxida (pierde 
electrones), el número se hace menor 


como un catión hierro en el estado ferroso (Fe**) o el 
férrico (Fe*), funciona como un par reductor-oxidante 
conjugado (par redox), tal como un ácido y su base 
correspondiente funcionan como un par ácido-base 
conjugado. Recuérdese del Capítulo 2 que en las reac- 
ciones ácido-base podemos escribir una ecuación gene- 
ral: dador de protones H- + aceptor de proto- 
nes. En las reacciones redox podemos escribir una 
ecuación general similar: dador de electrones (reduc- 
tor) === e + aceptor de electrones (oxidante). En 
la semirreacción reversible (1) anterior, el Fe** es el 
dador de electrones y el Fe** es el aceptor de electro- 
nes; conjuntamente, Fe” y Fe* constituyen un par 
redox conjugado. 

Las transferencias de electrones en las reacciones 
de oxidación-reducción de compuestos orgánicos no 
son fundamentalmente diferentes de las de las especies 
inorgánicas. Consideremos la oxidación de un azúcar 
reductor (un aldehído o cetona) por el ión cúprico: 


10) O 
y 
Ro” + 40H” + 2Cu?* == Rc 


y OH 


Esta reacción global puede expresarse en forma de dos 
semirreacciones: 


+ CuO + 2H90 


O O 
(1) R—cÍ + 20H" == Ro + 2e + H0 
H OH 


(2) 2Cu?* + 227 + 20H" => CuzO + HO 


KAN eliminan dos electrones del carbono 

dehídico, la segunda semirreacción (la reducción por 

un electrón del ión cúprico a cuproso) se ha de multipli- 
car por dos para equilibrar la ecuación global. 


En las oxidaciones biológicas interviene con frecuencia 
la deshidrogenación 


El carbono aparece en las células vivas en diferentes 
estados de oxidación (Fig. 13-22). Cuando un átomo 
de carbono comparte un par de electrones con otro 
átomo (típicamente H, C, S, N u O), lo comparten de 
manera desigual en favor del átomo más electronegati- 
vo. El orden de electronegatividad creciente es H < C < 
S < N < O). En términos muy simplificados, pero útiles, 
los electrones enlazantes que se comparten con otro 
átomo “pertenecen” al átomo más electronegativo. Por 
ejemplo, en el metano (CH), el carbono es más electro- 
negativo que los cuatro hidrógenos a que está unido, y 
por lo tanto los ocho electrones enlazantes “pertene- 
cen” al átomo de C (Fig. 13-22). En el etano, los electro- 
nes del enlace C—C son compartidos por igual, de forma 
que a eada átomo de carbono le “pertenecen” sólo siete 
de sus ocho electrones enlazantes. En el etanol, el C-1 
es menos electronegativo que el oxígeno al que está 
unido, y por tanto los dos electrones del enlace C-O 
“pertenecen” al átomo de O, dejando al C-1 con sólo 
cinco electrones enlazantes. Con cada pérdida formal 
de electrones enlazantes “propios”, el átomo de carbono 
ha sufrido una oxidación, incluso cuando no interviene 
ningún oxígeno, como en la conversión de un alcano 
(-CH,-CH,-) a un alqueno (-CH=CH-). En este caso, la 
oxidación (pérdida de electrones) coincide con la pér- 


dida de hidrógeno. En los sistemas biológicos, tal como 
hemos observado anteriormente en el capítulo, la oxida- 
ción es a menudo sinónimo de deshidrogenación, y 
muchos enzimas que catalizan reacciones de oxidación 
son deshidrogenasas. Obsérvese que los compuestos 
más reducidos de la Figura 13-22 (parte superior) son 
más ricos en hidrógeno que en oxígeno, mientras que 
los compuestos más oxidados (parte inferior) tienen 
más oxígeno y menos hidrógeno. 

No en todas las reacciones biológicas de oxida- 
ción-reducción interviene el carbono. Por ejemplo, en la 
conversión de nitrógeno molecular en amoníaco, 6H" + 
6e” + N, — 2NH,, los átomos de nitrógeno son reduci- 
dos. 

Los electrones se transfieren de una molécula 
(dador de electrones) a otra (aceptor de electrones) de 
cuatro formas diferentes: 


l. Directamente como electrones. Por ejemplo, el par 
redox Fe**/Fe** puede transferir un electrón al par 
redox Cu*/Cu**: 


Fe?* + Cu?* ==> Fe? + Cut 


2. En forma de átomos de hidrógeno. Recuérdese 
que un átomo de hidrógeno consiste en un protón 
(H) y un único electrón (e). En este caso podemos 
escribir la ecuación general 


AH, => A + 2e7 + 2H* 


en donde AH, es el dador de 
(No confundir la reacción anterio 
ción de ácido en la que interviene un BEP pero no 
un electrón). AH, y A conjuntamente constituyen 
un par redox conjugado (A/AH,),que puede reducir 
otro compuesto B (o un par redox B/BH,) por trans- 
ferencia de átomos de hidrógeno: 


AH + B == A + BH 


3. En forma de ¿ón hidruro (:H), que tiene dos elec- 
trones. Esto sucede en el caso de las deshidrogena- 
sas ligadas a NAD descritas más adelante. 


4. A través de una combinación directa con oxige- 
no. En este caso, el oxígeno se combina con un 
reductor orgánico y se incorpora de forma covalen- 
te en el producto, tal como sucede en la oxidación 
de un hidrocarburo a alcohol: 

R—CH; + $02 ——> R—CH;—OH 

El hidrocarburo es el dador de electrones y el átomo de 

oxígeno es el aceptor de electrones. 


Los cuatro tipos de transferencia electrónica se dan en 
las células. El término neutro equivalente de reduc- 
ción se utiliza normalmente para designar un equiva- 
lente de electrones simple que participa en una reac- 
ción de oxidación-reducción, sin importar si este equi- 
valente es un electrón per se, un átomo de hidrógeno, o 
un ión hidruro o si la transferencia de electrones tiene 
lugar en una reacción con oxígeno para dar un producto 
oxigenado. 
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Aparato para medir 
la fem 


(presión 


estándar) 


1 

i 

| 

¿ +” Puente salino ` | 
Í | (solución de KCI) | 
| 


Celda de referencia de tem Celda de ensayo que 


conocida: electroda de contiene concentraciones 
hidrógeno en el que H, gas 1 m de las especies 

a 101,3 kPa está equilibrado oxidada y reducida del 

en el electrodo con H+ 1m. par redox a examinar. 


FIGURA 13-23 Medición del potencial de reducción estándar (E*) de 
un par redox. Los electrones fluyen desde el electrodo de prueba al elec- 
trodo de referencia, o viceversa. En último término la semicelda de refe- 
rencia es el eiectrodo de hidrógeno, tal como se muestra aquí, a pH O. La 
fuerza electromotriz (fem) de este electrodo se toma como 0,00 V. A 
pH 7 en la celda de referencia (y 25°C), E* del electrodo de hidrógeno 


9h ~ - La dirección del flujo de electrones depende de la “presión” 
mA WA electrónico relativo de las dos celdas. Un puente salino que 


contiene una solución saturada de KCI proporciona una vía para el movi- 
miento de contraiones entre la celda de prueba y la celda de referencia. 
ÀA partir de la fem observada y la fem conocida de la celda de referencia, 
se puede obtener tła fem de la celda de ensayo que contiene el par redox. 
Por convención, la ceida que gana electrones tiene el potencia! de reduc- 
ción más positivo 


Los potenciales de reducción son una medida 
de la afinidad por los electrones 


Cuando en una solución se encuentran conjuntamente 
dos pares redox conjugados, se puede producir espon- 
táneamente la transferencia de electrones desde el 
dador de electrones de un par al aceptor de electrones 
del otro. La tendencia a que tenga lugar tal reacción 
depende de la afinidad relativa del aceptor de electro- 
nes de cada par redox por los electrones. El potencial 
de reducción estándar, E”, que es una medida (en 
voltios) de esta afinidad, puede determinarse en un 
experimento tal como el descrito en la Figura 13-23. 
Los electroquímicos han escogido como estándar de 
referencia la semirreacción 


Ht +e — ih; 


Al electrodo en el que tiene lugar esta semirreacción 
(denominado una semicelda) se le asigna arbitraria- 
mente un £* de 0,00 Y. Cuando se conecta este electro- 
do de hidrógeno a través de un circuito externo a otra 
semicelda en la que están presentes las especies oxida- 
da y reducida en concentración estándar (cada soluto a 
lm, cada gas a 101,3 kPa, todo a 25°C), los electrones 
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tienden a fluir a través del circuito externo desde la 
semiceida con E” más bajo a la semicelda con E” más 
elevado. Por convención, a la semicelda que toma elec- 
trones de la celda de hidrógeno estándar se le asigna un 
valor de E* positivo y a la que dona electrones a la celda 
de hidrógeno un valor negativo. Cuando dos semiceldas 
cualesquiera están conectadas, la que tiene una E” 
mayor (más positiva) será reducida; tiene un mayor 
potencial de reducción. 

El potencial de reducción de una semicelda depen- 
de no sólo de las especies químicas presentes sino tam- 
bién de sus actividades, o por aproximación sus concen- 
traciones. Hace unos cien años, Walther Nernst dedujo 
una ecuación que relaciona el potencial de reducción 
estándar (E) con el potencial de reducción real (F) a 
cualquier concentración de especies oxidadas y reduci- 
das en la celda: 


ET ceptor de electrones 
E = E" + — In MEA dE Germanan sica 
ni [dador de electrones] 


(13-5) 

en donde È y T tienen su significado habitual, n es 
el número de electrones transferidos y F' es la constante 
de Faraday, una constante de proporcionalidad que 
convierte volts en joules (Tabla 13-1). A 298 K (25°C), 
esta expresión se simplifica a 


0.026V _ [faceptor de electrones] 
E =E” + ——_ (Í 
n [dador de electrones] ( ) 
>> convención clave: En muchas de las semirrea es de 


interés para los bioquímicos intervienen proto 
igual que en la definición de AG”, los bioquímitós 
nen el estado estándar para las reacciones de oxida- 
ción-reducción a pH 7 y expresan el potencial de reduc- 
ción como E”, el potencial de reducción estándar a pH 
7 Y 25°C. Por convención, AE” para cualquier reacción 
redox viene dado como E” del aceptor electrónico 
menos E”dei dador de electrones. «€ 


Los potenciales de reducción estándar que se dan 
en la Tabla 13-7 y que se utilizan en este libro son valo- 
res de E” y, por consiguiente, son válidos solamente 
para sistemas a pH neutro. Cada valor representa la 
diferencia de potencial cuando el par redox conjugado a 
concentraciones 1 m, 25°C y pH 7 está conectado con el 
electrodo estándar de hidrógeno (pH 0). Observe en la 
Tabla 13-7 que cuando el par conjugado 2H*/H, a pH 7 
está conectado con el electrodo de hidrógeno estándar 
(pH 0), los electrones tienden a fluir desde la celda de 
pH 7 a la celda estándar (pH 0); el E” medido para el 
para 2H*/H, es -0,414 Y. 


Los potenciales de reducción estándar permiten el cálculo 
de la variación de energía libre 


¿Por qué son tan útiles para el bioquímico los potencia- 
les de reducción? Cuando se han determinado los valo- 
res de E para cualquier par de semiceldas, en relación 
al electrodo estándar de hidrógeno, son también cono- 
cidos sus potenciales de reducción en relación uno con 
otro. Uno puede, por tanto, predecir la dirección en la 
que tenderán a fluir los electrones cuando estas dos 
semiceldas se conecten a través de un circuito externo, 


o cuando los componentes de las dos semiceldas estén 
presentes conjuntamente en la misma solución. Los 
electrones tienen tendencia a fluir en dirección a la 
semicelda con el E más positivo y la fuerza de esta ten- 
dencia es proporcional a la diferencia en los potenciales 
de reducción, AE. La energía puesta a disposición por 
este flujo espontáneo de electrones (la variación de 
energía libre, AG, para la reacción de oxidación-reduc- 
ción) es proporcional a AL: 


AG = —nFAE or AG" = —nFAE” (13-7) 


donde n representa el número de electrones transferidos 
en la reacción. Con esta ecuación es posible calcular la 
variación de energía libre real para cualquier reacción de 
oxidación-reducción a partir de los valores de £” de una 
tabla de potenciales de reducción (Tabla 13-7) y la con- 
centración de las especies que intervienen en la reacción. 


a anina a3 Cálculo de AG* y AG 
EJEMPLO PRÁCTICO 13-3 de una reacción redox 


Calcule la variación de energía libre estándar, AG”, para 
la reacción en la que el acetaldehído es reducido por el 
transportador de electrones biológico NADH: 


Acetaldehído + NADH + Ht —> etanol + NAD* 


A continuación calcule la variación de energía libre real, 
AG, cuando [acetaldehído], y [NADH] son 1,00 mm y 
[etanol] y [NAD+] son 0,100 m. Las semirreacciones per- 
inentes y sus valores de E” son: 
ido + 2H* + 2e —> etanol 


GAP E" = —0.197 V 


(2) NAD* + 2H* + 2e —> NADH + H* 
E” = —0.320 V 


Recuerde que, por convención, AE”” se expresa como 
E”” para el aceptor de electrones menos E”” para el 
dador de electrones, Representa la diferencia entre las 
afinidades por los electrones de las dos medias reaccio- 
nes en la tabla de potenciales de reducción (Tabla 
13-7). Observe que cuanto más separadas están en la 
tabla las dos medias reacciones, más energética es la 
reacción de transferencia electrónica cuando se dan los 
dos medias reacciones al mismo tiempo. Por conven- 
ción, en las tablas de potenciales de reducción, todas las 
medias reacciones están representadas como reduccio- 
nes, pero cuando las dos medias reacciones tienen lugar 
al mismo tiempo, una de ellas ha de ser una oxidación. 
Aunque aquella semirreacción transcurrirá en la direc- 
ción opuesta a la mostrada en la Tabla 13-7, no cambia- 
mos el signo de la semirreacción antes de calcular AE” 
porque AE” se define como una diferencia de potencia- 
les de reducción. 


Solución: Puesto que el acetaldehído está aceptando 
electrones (n = 2) del NADH, AE””= -0,197 Y -(-0,320 
V) = 0,123 Y. Por tanto, 


AG” = —nFAE"” = —2(96.5 kJ/V - mol) (0,123 V) 
= —23.7 kJ/mol 


Esta es la variación de energía libre para la reacción de 
oxidación-reducción a 25°C y pH 7 cuando el acetalde- 


TABLA 13-7 Potenciales de reducción 
estándar de algunas 


semirreacciones biológicamente 


importantes 

Semirreacción 
0, + 2H" + 2e — H,O 
Fe* + e — Fe” 
NO, + 2H" + 2e — NO, + H,O 
Citocromo f (Fe**) + e. — 

citocromo f (Fe”*) 
Fe(CN), (ferricianuro) + e” — Fe(CN),* 
Citocromo a, (Fern) +e — 

citocromo a, (Fe*») 
O, + 2H* + 2e- — PO, 
Citocromo a (Fe*>) +e — 

citocromo a (Fe”-) 


Citocromo c (Fe**) + e — 
citocromo c (Fe?») 

Citocromo c, (Fe*} +e — 
citocromo c, (Fe?») 


Citocromo b (Fe?*) 1 e — 


citocromo b (Fe?*) 


| Ubiquinona + 2H* + 2e7 — ubiquinol 


Fumarato” + 2H" + 2e — succinato? 
2H* + 2e” — H, (en condiciones estándar, 


pH 0) 


- Oxalacetato” + 2H" + 2e — malato? 


Piruvato + 2H' + 2e — lactato” 
Acetaldehido + 2H' + 2e — etanol 
FAD + 2H* + 2e- — FADH, 
Glutatión + 2H* + 2e” — 

2 glutatión reducido 


S + 2H* + Ze — HS 
Acido lipoico + 2H" + 2e- — ácido 


' dihidrolipoico 


NAD* + H” + 2e — NADH 
NADP* + H* + 2er — NADPH 


- Acetoacetato + 2H* + 2e — 


Bhidroxibutirato 


- A-Cetoglutarato + CO, + 2H* + 2e — 


isocitrato 


| 2H' + 2e — H, (a pH 7) 
 Ferredoxina (Fe”) + e- — ferredoxina 


(Fe) 


.—— A A a A A a e A 


0,22 


0,077 
0,045 
0,031 


-0,166 
-0,185 
0,197 | 
0,219 


-0,283 
9,243 


0,29 
-0,320 
0,324 
0,346 


43,38 
0,414 


0,432 


Fuente: Datos principalmente de Loach, in Handbook of Biochemistry 


and Molecular 
Chemical Data, Vol. 1, p. 122, CRC Press, 1976. 


* Este es el valor para el FAD libre; el FAD unido a una 


, Ird edn (G. D. Fasman, ed.), Physical and 


flavoproteína 
(por ej. succinato deshidrogenasa) posee un E” diferente 


específica 
que depende del entorno de su proteína. 
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hído, etanol, NAD* y NADH están presentes a concen- 
tración 1,00 m. 

Si, en cambio, el acetaldehído y NADH estuviesen 
presentes a concentración 1,00 m, pero el etanol y el 
NAD* lo estuviesen a 0,100 m, el valor de AG se calcula- 
ría usando la ecuación 13-4 y la variación de energlia 
libre estándar calculada anteriormente: 


[etanol] [NAD*] 
tacetaldehído] [NADH] 
= —23.7 kJ/mol + 


AG = AG” + RT In 


(0.100 m)(0.100 M} 
(1.00 M)(1.00 mM) 

—23.7 kJ/mol + (2.48 J/mol) in 0.01 

—35.1 kJ/mol 


(8.315 J/mol. K)(298 K} in 


!l 


Ésta es la variación de energía libre real a las concentra- 
ciones especificadas de los pares redox. 


La oxidación celular de glucosa a dióxido de carbono 
requiere transportadores de electrones especializados 


Los principios de la energética de la oxidación-reduc- 
ción antes descritos son aplicables a muchas reacciones 
metabólicas en las que intervienen transferencias de 
electrones. Por ejemplo, en muchos organismos, la oxi- 
dación de glucosa suministra energía para la producción 
de ATP. La oxidación completa de la glucosa: 


CóH;206 + 6 6C0z + 6H,0 
Crotonil-CoA + 2H* + 2e- — butiril- Coreto 6H1206 + 602 —> 2 + 6H2 


tiene una AG” de -2.840 kJ/mol. Ésta es una liberación 
de energía libre muy superior a la necesaria para la sín- 
tesis de ATP en las células (50 a 60 kJ/mol; véase el 
Ejemplo práctico 13-2). Las células no convierten la 
glucosa en CO, en una sola reacción con gran liberación 
de energía, sino que lo hacen en una serie de reacciones 
controladas, algunas de las cuales son oxidaciones. La 
energía libre desprendida en estos pasos de oxidación 
es del mismo orden de magnitud que la requerida para 
la síntesis de ATP a partir de ADP, con algo de energía 
de sobra. Los electrones eliminados en estos pasos oxi- 
dativos se transfieren a coenzimas especializados en el 
transporte de electrones, tales como el NAD* y el FAD 
(descritos a continuación). 


Unos pocos tipos de coenzimas y proteínas actúan como 
transportadores universales de electrones 


La multitud de enzimas que catalizan las oxidaciones 
celulares canalizan los electrones desde centenares de 
sustratos diferentes a sólo unos cuantos tipos de trans- 
portadores universales de electrones. La reducción de 
estos transportadores en los procesos catabólicos per- 
mite la conservación de la energía libre que se produce 
en la oxidación de los sustratos. El NAD, NADP, FMN y 
FAD son coenzimas hidrosolubles que experimentan 
oxidación y reducción reversibles en muchas de las 
reacciones de transferencia de electrones del metabo- 
lismo. Los nucleótidos NAD y NADP se trasladan fácil- 
mente de un enzima a otro; los nucleótidos de flavina 
FMN y FAD están normalmente muy fuertemente uni- 
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dos a los enzimas, denominados flavoproteínas, en los 
que actúan de grupo prostético. Las quinonas liposolu- 
bles tales como la ubiquinona y la plastoquinona actúan 
como transportadores de electrones y dadores de pro- 
tones en el medio no acuoso de las membranas. Las 
proteínas ferro-sulfuradas y los citocromos, que tienen 
grupos prostéticos fuertemente unidos que experimen- 
tan oxidación y reducción reversibles, también actúan 
como transportadores de electrones en muchas reaccio- 
nes de oxidación-reducción. Algunas de estas proteínas 
son hidrosolubles, pero otras son proteínas periféricas o 
integrales de membrana (véase la Fig. 11-6). 

Concluiremos este capítulo describiendo algunas 
características químicas de los coenzimas nucleotídicos 
y de algunos de los enzimas (deshidrogenasas y fla- 
voproteínas) que los utilizan. La química de oxida- 
ción-reducción de las quinonas, proteínas ferro-sulfura- 
das y citocromos se trata en los Capítulos 19 y 20. 


El NADH y el NADPH actúan con las deshidrogenasas 
como transportadores solubles de electrones 


El nicotinamida adenina dinucleótido (NAD; NAD* en 
su forma oxidada) y su análogo próximo nicotinamida 
adenina dinucleótido fosfato (NADP; NADP* en su 
forma oxidada) están compuestos por dos nucleótidos 
unidos a través de sus grupos fosfato por un enlace fos- 
foanhídrido (Fig. 13-24a). Debido a que el anillo de 
nicotinamida se parece a la piridina, a estos compuestos 
se les llama a veces nucleótidos de piridina. La vita- 
mina niacina (factor PP o preventivo de lagra) 
aporta la porción de nicotinamida de los nuc tidas 
nicotinamida. 


Adenina 


NAD? 
(oxidado) 


En el NADP* este grupo hidroxilo 
está esterificado con fosfato 


(a) 


FIGURA 13-24 NAD y NADP. (a) El nicotinamida adenina dinucleó- 
tido (NAD”) y su análogo fosforilado NADP* se reducen a NADH y 
NADPH, aceptando un ión hidruro (dos electrones y un protón) a partir 
de un sustrato oxidable. El ión hidruro se puede adicionar en ta parte 
frontal o posterior del anillo plano de la nicotinamida (véase la Tabla 
13-8). (b) Espectro de absorción UV del NAD” y del NADH. La reduc- 


Ambos coenzimas experimentan reducción reversi- 
ble del anillo de la nicotinamida (Fig. 13-24). Mientras 
una molécula de sustrato es oxidada (deshidrogena- 
ción), cediendo dos átomos de hidrógeno, la forma oxi- 
dada del nucleótido (NAD* o NADP*) acepta un ión 
hidruro (:H, el equivalente de un protón y dos electro- 
nes) y se transforma en la forma reducida (NADH o 
NADPH). El segundo protón eliminado del sustrato se 
libera al disolvente acuoso. Las semirreacciones para 
estos cofactores nucleotídicos son 


NAD? + 2e” + 2H* —> NADH + H+ 
NADP* + 2e” + 2H* —> NADPH + H* 


La reducción de NAD* o NADP* convierte el anillo ben- 
cenoide de la porción nicotinamida (con una carga posi- 
tiva fija sobre el nitrógeno del anillo) en la forma quino- 
noide (sin carga en el nitrógeno). Los nucleótidos 
reducidos absorben luz a 340 nm; las formas oxidadas no 
la absorben (Fig. 13-24b); esta diferencia en la absorción 
es utilizada por los bioquímicos para seguir reacciones 
en las que mtervienen estos coenzimas. Observe que el 
signo positivo de las abreviaturas NAD* y NADP* no 
indica la carga neta de estas moléculas (de hecho, ambas 
están cargadas negativamente); indican que el anillo de 
nicotinamida está en su forma oxidada, con una carga 
positiva sobre el átomo de nitrógeno. En las abreviaturas 
NADH y NADPH, la “H” indica el ión hidruro añadido. 
Para referirnos a estos nucleótidos sin especificar su 
estado de oxidación utilizaremos NAD y NADP. 
La concentración total de NAD* + NADH en la 
a os es alrededor de 10% m; la de NADP” + 
es de dedor de 10m. En muchas células y 


NADH 
(reducido) 


Oxidized 
(NAD?) 


Absorbancia 


0 
220 240 260 280 300 320 340 360 380 


Longitud de onda (nm) 
(b) 


ción del anilio de nicotinamida produce una nueva banda de absorción 
ancha con un máximo a 340 nm. La producción de NADH durante una 
reacción catalizada enzimáticamente puede seguirse de forma conve- 
niente observando la aparición de la absorbancia a 340 nm; (el coefi- 
ciente de extinción molar £, = 6.200 mem”). 


tejidos, la proporción NAD” (oxidado) a NADH (reduci- 
do) es elevada, favoreciendo la transferencia de hidruro 
hacia el NAD* para formar NADH. Por el contrario, el 
NADPH está presente generalmente en concentración 
más elevada que su forma oxidada, NADP”, lo que favo- 
rece la transferencia de hidruro desde el NADPH a un 
sustrato. Esto refleja los papeles metabólicos especiali- 
zados de los dos coenzimas: el NAD* generalmente 
funciona en oxidaciones, normalmente como parte de 
una reacción catabólica; y el NADPH es el coenzima 
habitual en las reducciones, casi siempre como parte de 
una reacción anabólica. Unos pocos enzimas pueden 
utilizar cualquiera de los dos coenzimas, pero la mayoría 
muestran una preferencia clara por uno sobre el otro. 
Los procesos en los que actúan estos dos cofactores 
también están segregados en las células eucarióticas: 
por ejemplo, las oxidaciones de combustibles tales 
como el piruvato, ácidos grasos y a-cetoácidos proce- 
dentes de aminoácidos tienen lugar en la matriz mito- 
condrial, mientras que los procesos de biosíntesis 
reductora tales como la síntesis de ácidos grasos tienen 
lugar en el citosol. Esta especialización funcional y 
espacial permite que una célula mantenga dos reservas 
(“pools”) distintas de transportadores de electrones, 
con dos funciones distintas. 


(a) 


FIGURA 13-25 Pliegue de Rossman. Este motivo estructural se 
encuentra en el sitio de fijación de NAD de muchas deshidrogenasas. 
(a) Está formado por un par de motivos estructuralmente similares (de 
los que aquí sólo se muestra uno), cada uno con tres hojas f paralelas y 
dos hélices œ (2-a-B-a-B). (b) Dominio de fijación de nucieótido del 
enzima lactato deshidrogenasa con el NAD (estructura de bolas y vari- 
ilas) unido en una conformación extendida a través de puentes de hidró- 
geno y enlaces salinos a los motivos apareados 3-a-P-a-4 del pliegue 
de Rossman (tonos rojos y azules). [Fuente: Procedente de PDB ID 
3LDH, 3. L White et al., } Mol. Biol. 102:759, 1976.) 


CordSpa 
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Se conocen más de 200 enzimas que catalizan reac- 
ciones en las que el NAD* (o el NADP*) aceptan un ión 
hidruro desde algún sustrato reducido, o en el que el 
NADPH (o el NADH) donan un ión hidruro a un sustra- 
to oxidado. Las reacciones generales son 


AH, + NAD* —> A + NADH + H* 
A + NADPH + H* — AH, + NADP? 


en donde AH, es el sustrato reducido y A el sustrato 
oxidado. El nombre general para los enzimas de este 
tipo es oxidorreductasa; también se les denomina 
habitualmente deshidrogenasas. Por ejemplo, la alcohol 
deshidrogenasa cataliza el primer paso en el catabolis- 
mo del etanol, en el que éste es oxidado a acetaldehído: 


CH¿CH,0H + NAD* —— CH¿CHO + NADH + H* 
Etanol Acetaldehído] 


Obsérvese que uno de los átomos de carbono del etanol 
ha perdido un hidrógeno; el compuesto ha sido oxidado 
de alcohol a aldehído (véase una vez más la Fig. 13-22 
para los estados de oxidación del carbono). 

La mayoría de deshidrogenasas que utilizan NAD o 
NADP unen el cofactor en un dominio proteico conser- 
vado denominado pliegue de Rossmann (de Michael 
Rossmann que dedujo la estructura de la lactato deshi- 
drogenasa y describió por primera vez este motivo 
estructural). El pliegue de Rossmann consta normal- 
mente de una hoja 4 paralela de seis cadenas y cuatro 
hélices a asociadas (Fig. 13-25), 

La asociación entre una deshidrogenasa y el NAD o 


va lv relativamente déhil; el coenzima difunde fácil- 
mente 


esde un enzima a otro, actuando como trans- 
portador de electrones hidrosoluble desde un metaboli- 
to a otro. Por ejemplo, en la producción de alcohol 
durante la fermentación de la glucosa por las células de 
levadura, se elimina un ión hidruro del gliceraldehído 
3-fosfato por un enzima (gliceraldehído 3-fosfato deshi- 
drogenasa, un enzima de tipo B) y se transfiere al NAD”. 
El NADH producido abandona la superficie del enzima 
y difunde a otro enzima (alcohol deshidrogenasa, un 
enzima de tipo A), el cual transfiere un ión hidruro al 
acetaldehído, produciendo etanol: 


(1) Gliceraldehído 3-fosfato + NAD* —> 
3-fosfoglicerato + NADH + H+ 


(2) Acetaldehído + NADH + H* ——> etanol + NAD* 


Suma: Gliceraldehído 3-fosfato + acetaldehído ——> 
3-fosfoglicerato + etanol 


Obsérvese que en la reacción global no hay producción 
o consumo neto de NAD* o NADH; los coenzimas fun- 
cionan catalíticamente, y se reciclan de forma repetida 
sin cambio neto en la concentración de NAD* + NADH. 

Tanto las formas reducida y oxidad de NAD y NADP 
actúan como efectores alostéricos de proteínas en rutas 
catabólicas. Tal como se describe en capítulos posterio- 
res, las razones NAD*'/NADH y NADP*/NADPH actúan 
como indicadores sensibles del suministro de combusti- 
ble de una célula lo que permite cambios rápidos y 
adecuados en el metabolismo productor o dependiente 
de energía. 
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Además de la transferencia electrónica el NAD tiene otras 
funciones importantes 


Algunas funciones celulares clave están reguladas por 
enzimas que utilizan NAD* no como un cofactor redox 
sino como sustrato en una reacción acoplada en la que 
la disponibilidad de NAD* puede ser un indicador del 
estatus energético celular. En la replicación y repara- 
ción del DNA, el enzima DNA ligasa está adenililado y, a 
continuación, transfiere el AMP al 5'-fosfato en un DNA 
mellado (véase la Fig. 25-16); en bacterias, el NAD* 
actúa como fuente del grupo AMP activador. Una familia 
de proteínas denominadas sirtuíinas regulan la activi- 
dad de proteínas en diversas rutas celulares mediante la 
desacetilación del grupo e-amino de un residuo Lys 
acetilado. La desacetilación está ligada a hidrólisis de 
NAD*, lo que rinde O-acetil-ADP-ribosa y nicotinamida. 
Entre los procesos celulares regulados por las sirtuínas 
se encuentran la inflamación, apoptosis, envejecimiento 
y transcripción del DNA; la desacetilación por una sir- 
tuína altera la carga en las histonas, lo que influye sobre 
qué genes se expresan (véase la p. 1149). La disponibi- 
lidad de NAD* para estos tipos de reacciones puede 
indicar que la célula está sometida a estrés por lo que se 
han de activar las rutas diseñadas para responder al 
estrés. 
El NAD* también juega un papel importante en 
las infecciones de cólera (véase el Recuadro 
12-1). La toxina del cólera tiene una actividad enzimáti- 
ca que transfiere ADP-ribosa desde el NAD* a una pro- 
teína G involucrada en la regulación de flujosiónicos en 
las células que tapizan el intestino. Esta AGP ibosi 
ción bloquea la retención de agua, provo 
rrea y deshidratación características del cólera. m 


La carencia de niacina, forma vitamínica del NAD 
y del NADP, en la dieta produce pelagra 


Tal como se observó en el Capítulo 6, y conti- 

nuaremos discutiendo en capítulos posteriores, 
la mayoría de coenzimas provienen de sustancias lla- 
madas vitaminas. Los anillos tipo piridina del NAD y 
del NADP provienen de la vitamina niacina (ácido 
nicotínico; Fig. 13-26) que se sintetiza a partir del 
triptófano. El hombre generalmente no puede sinteti- 
zar niacina en cantidad suficiente, en especial los indi- 
viduos que consumen dietas pobres en triptófano (el 
maíz, por ejemplo, tiene un bajo contenido en triptófa- 
no). La carencia de niacina, que afecta a todas las 
deshidrogenasas depen- 
dientes de NAD(P) es causa 
de la grave enfermedad 
humana pelagra (del italia- 
no “piel rugosa”) y una 
enfermedad relacionada de 
los perros denominada len- 
gua negra. La pelagra se 
caracteriza por las “tres D”: 
dermatitis, diarrea y 
demencia, seguidas en 
muchos casos por la muer- 
Frank Strong, 1908-1993 f[Fuente: te. Hace un siglo, la pelagra 
Cortesía del Departamento de era una enfermedad huma- 
Bioquímica, University of na común; en el sur de los 
Wisconsin-Madison.] 


Estados Unidos en donde el 
maíz era un componente bási- 
co de la dieta había unas 
100.000 personas afectadas y 
alrededor de 10.000 murieron 
como resultado de esta enfer- 
medad entre 1912 y 1916. En 
1920 Joseph Goldberger 
demostró que la pelagra era 
debida a una insuficiencia en 
la dieta y en 1937 Frank 
Strong, D. Wayne Woolley y D. Wayne Woolley, 
Conrad Elvehjem identificaron 1914-1966 [Fuente: 

la niacina como agente curati- Rockefeller Archive Center. ] 
vo de la lengua negra. La 
suplementación de la dieta 
humana con este económico 
compuesto ha casi erradicado 
la pelagra en las poblaciones 
del mundo desarrollado, con 
una excepción significativa: la 
gente que bebe cantidades 
excesivas de alcohol. En estos 
individuos la absorción intes- 
tinal de niacina está muy 
reducida y sus necesidades 
calóricas están satisfechas, a Conrad Elvehjem, 1901-1962 
menudo, con licores destila-  rruente: Cortesía del Depar- 
dos que carecen, práctica- tamento de Bioquímica de la 
mente, de vitaminas entre University of Wisconsin- 
llas la niacina. Y Madison.] 


OLION, de avia est y 
nucievnudos de flavina están fuertemente unidos 
en las flavoproteínas 


Las flavoproteínas son enzimas que catalizan reaccio- 
nes de oxidación-reducción utilizando flavina mononu- 
cleótido (FMN) o flavina adenina dinucleótido (FAD) 
como coenzima (Fig. 13-27). Estos coenzimas, los 
nucleótidos de flavina, provienen de la vitamina ribo- 
flavina. La estructura de anillos fusionados de los 
nucleótidos de flavina (el anillo isoaloxazina) se reduce 
de manera reversible, aceptando uno o dos electrones 
en forma de uno o dos átomos de hidrógeno (cada 
átomo consiste en un electrón más un protón) desde un 
sustrato reducido. Las formas completamente reduci- 
das se abreyian FMNH, y FADH,. Cuando un nucleótido 
de flavina totalmente oxidado acepta sólo un electrón 
(un átomo de hidrógeno), se produce la forma semiqui- 
nona del anillo de isoaloxazina, abreviada FADH, y 
FMNH,. Debido a que lo nucleótidos de flavina tienen 
una especialidad química algo diferente de la de los 
coenzimas de nicotinamida, la capacidad de participar 
tanto en transferencias de uno como de dos electrones, 
las flavoproteínas interviene en una mayor variedad de 
reacciones que las deshidrogenasas ligadas a NAD(P). 
Al igual que los coenzimas de nicotinamida (Fig. 
13-24), cuando se reducen los nucleótidos de flavina 
experimentan un desplazamiento de una banda de 
absorción principal (también útil para los bioquímicos 
que desean seguir reacciones en las que intervienen 
estos coenzimas). Las flavoproteínas totalmente reduci- 
das (dos electrones aceptados) tienen generalmente un 
máximo de absorción cerca de 360 nm. Cuando están 


O 
l 


Ti 


Niacina Nicotina 
(ácido nicotínico) 
i ds 
k CH—CH—COO” 
N N 
H 
Nicotinamida Triptófano 


FIGURA 13-26 Estructuras de la niacina (ácido nicotínico) y su deri- 
vado nicotinamida. FE! precursor biosintético de estos compuestos es el 
triptófano. En el laboratorio el ácido nicotínico se obtuvo por primera vez 
por oxidación del producto natural nicotina (de ahí el nombre). Tanto el 
ácido nicotínico como la nicotinamida curan la pelagra, pero la nicotina 
(de los cigarrillos o de otro origen) no tiene actividad curativa. 


parcialmente reducidas (un electrón) adquieren otro 
máximo de absorción alrededor de 450 nm; cuando 
están totalmente oxidadas, la flavina tiene un máximo 
entre 370 y 440 nm. 

El nucleótido de flavina en la mayoría de flavopro- 
teínas está unido fuertemente a la proteína, y en algu- 
nos enzimas, tales como la succinato deshidrogenasa, lo 
está de manera covalente. Estos coenzimas fuertemente 
unidos se denominan propiamente grupos prostéticos, 


No transfieren electrones difundiendo desde un e 
a otro; en lugar de ello, proporcio j 
que la flavoproteína puede retener te n 


trones mientras cataliza la transferencia de electrones 
desde un sustrato reducido a un aceptor de electrones. 
Una característica importante de las flavoproteínas es la 
variabilidad en el potencial de reducción estándar (E) 
del nucleótido de flavina ligado. La fuerte asociación 
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Flavina adenina dinucleótido (FAD) 
y flavina mononucleótido (FMN) 
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entre el enzima y el grupo prostético confiere al anillo 
de flavina un potencial de reducción típico de aquella 
flavoproteína en particular que es, a veces, muy diferen- 
te del potencial de reducción del nucleótido de flavina 
libre. El FAD unido a la succinato deshidrogenasa, por 
ejemplo, posee un E” cercano a 0,0 V, en comparación 
con -0,219 V para el FAD libre. El E” para otras fla- 
voproteínas va desde 0,40 V a +0,06 Y. Las flavoproteí- 
nas son, frecuentemente, muy complejas; algunas tie- 
nen, además de un nucleótido de flavina, iones inorgá- 
nicos fuertemente unidos (hierro o molibdeno, por 
ejemplo) que pueden participar en transferencias de 
electrones. 

Ciertas flavoproteínas tienen un papel claramente 
diferente como receptores de luz. Los criptocromos 
son una familia de flavoproteínas ampliamente distribui- 
da en los phyla eucarióticos que intervienen en los 
efectos de la luz azul sobre el desarrollo de las plantas y 
los efectos de la luz sobre los ritmos circadianos (osci- 
laciones en fisiología y bioquímica con un período de 24 
horas) de los mamíferos. Los criptocromos son homó- 
logos de otra familia de flavoproteínas denominadas 
fotoliasas. Presentes tanto en bacterias como en euca- 
riotas, las fotoliasas utilizan la energía absorbida de la 
luz para reparar defectos del DNA. 

La función de las flavoproteínas como transportado- 
res de electrones la examinaremos en los Capítulos 19 y 
20 en los que consideraremos sus papeles en la fosforila- 
ción oxidativa (en las mitocondrias) y en la fotofosforila- 
ción (en los cloroplastos) mientras que describiremos 
las reacciones de las fotoliasas en el Capítulo 25. 


O 0 ' 
en 13.4 Reacciones de oxidación-reducción 


biológicas 


WM En muchos organismos un proceso central en la 
conservación de la energía es la oxidación por pasos de 
la glucosa a CO,, en el que parte de la energía de oxida- 


—T 
O 
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FADH; (FMNH)) 
(totalmente reducido) 


FIGURA 13-27 Estructuras de FAD y FMN oxidados y reducidos. El 
FMN consiste en la estructura que se muestra por encima de la línea a 
trazos del FAD (forma oxidada). Los nucleótidos de flavina aceptan dos 
átomos de hidrógeno (dos electrones y dos protones), que aparecen 
ambos en el sistema anular de la flavina. Cuando el FAD o ei FMN acep- 
tan un solo átomo de hidrógeno, se forma la semiquinona que es un 
radical libre estable. 
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ción se conserva en forma de ATP a medida que los 
electrones pasan al O,. 

E Las reacciones de oxidación-reducción biológicas se 
pueden describir en términos de dos semirreacciones, 
cada una de ellas con un potencial de reducción están- 
dar característico, E”. 

W Cuando se conectan dos semiceldas electroquími- 
cas, cada una de ellas con los componentes de una 
semirreacción, los electrones tienen una tendencia a 
fuir desde la semicelda con el potencial de reducción 
más elevado. La fuerza de esta tendencia es proporcio- 
nal a la diferencia entre los dos potenciales de reduc- 
ción (AE) y es función de la concentración de las espe- 
cies oxidadas y reducidas. 

E La variación de energía libre estándar de una reac- 
ción de oxidación-reducción es directamente proporcio- 
nal a la diferencia en los potenciales de reducción 
estándar de las dos semiceldas: AG” = -nFAE”. 

© Muchas reacciones de oxidación biológicas son des- 
hidrogenaciones en las que se transfieren uno o dos 
átomos de hidrógeno (H* + e) desde un sustrato a un 
aceptor de hidrógeno. En las reacciones de oxida- 
ción-reducción en las células vivas intervienen trans- 
portadores de electrones especializados. 

MW El NAD y el NADP son los coenzimas de difusión 
libre de muchas deshidrogenasas. Tanto el NAD* como 
el NADP* aceptan dos electrones y un protón. Además 
de su papel en reacciones de oxidación-reducción, el 
NAD” es la fuente de AMP en la reacción de la AMP-li- 
gasa bacteriana, de ADP-ribosa en la reacción de la 
toxina colérica y se hidroliza en la reacción saceti- 
lación de proteínas por alguna sirtuínas. © o 
E ElFAD y el FMN, los nucleótidos de fla , Cónsti- 
tuyen los grupos prostéticos fuertemente unidos de las 
flavoproteínas. Pueden aceptar tanto uno como dos 
electrones y uno o dos protones. Las flavoproteínas 
también sirven como receptores de luz en los criptocro- 
mos y en las fotoliasas. 


Términos clave 
Todos los términos en negrita están definidos en el glosario. 


Autótrofo 491 potencial de fosforilación 
heterótrofo 491 (AG) 507 
metabolismo 492 tioéster 510 
rutas metabólicas 492 adenililación 513 
metabolito 492 pirofosfato inorgánico 
metabolismo hidrolasa 513 
intermediario 492 nucleósido difosfato 
catabolismo 492 quinasa 514 


anabolismo 492 
constantes estándar 


adenilato quinasa 515 
creatina quinasa 515 


ANON KON 6-fosfato + ATP === 


transformadas 497 
rotura homolítica 502 
radical 502 
rotura heterolítica 502 
nucleófilo 502 
electrófilo 502 
carbanión 502 
carbocatión 502 
condensación 

aldólica 503 
condensación 

de Claisen 503 


fosfágenos 516 
polifosfato quinasa-1, 
quinasa -2 516 
fuerza electromotriz 
(fem) 518 
par redox 
conjugado 519 
deshidrogenación 519 
deshidrogenasas 519 
equivalente 
de reducción 519 


potencial de redneción flavoproteína 524 
estándar (E” ) 519 nucleótidos 

nucleótido de flavina 524 
de piridina 522 eriptocromo 525 

oxidorreductasa 523 fotoliasa 525 


Problemas 


1. Cambios de entropía dnrante el desarrollo del 
huevo Consideremos un sistema que consiste en un huevo 
en una incubadora. La clara y la yema del huevo contienen 
proteínas, glúcidos y lípidos. Si el huevo se fertiliza, se trans- 
forma desde una sola célula en un organismo complejo. Dis- 
cuta este proceso irreversible en términos de cambios de 
entropía en el sistema, el ambiente circundante y el universo. 
Asegúrese de que en primer lugar define claramente el sis- 
tema y su entorno. 


2. Cálculo de AG” a partir de constantes de equilib- 
rio Calcule la variación de energía libre estándar de las si- 
guientes reacciones metabólicamente importantes, catalizadas 
por enzimas, a 25°C y pH 7,0 a partir de las constantes de 
equilibrio dadas. 


ANS > 
as $ DI RPTE 


(a) Glutamato + oxalacetato 
aspartato + a-cetoglutarato K =6,8 


tada hafai 


bad 


(b) Dihidroxiacetona fosfato 
gliceraldehído 3-fosfato 


K” = 0,0475 
Q 


fructosa 1,6-bisfosfato + ADP K eo = 254 


3. Cálculo de la constante de equilibrio a partir de 
AG” Calcule la constante de equilibrio Ko de cada una de las 
siguientes reacciones a pH 7,0 y 25°C, utilizando los valores de 
AG” de la Tabla 13-4: 


Miss 


(a) Glucosa 6-fosfato + H,O glucosa + P, 


a A 


(b) Lactosa + H,O glucosa + galactosa 


lumarasa 


(c) Malato fumarato + H,O 


4. Determinación experimental de K’ y AG”, Si se in- 
cuba una disolución 0,1 m de glucosa 1-fosfato a 25°C con una 
cantidad catalítica de fosfoglucomutasa, la glucosa 1-fosfato se 
transforma en glucosa 6-fosfato. En el equilibrio, las concen- 
traciones de los componentes de la reacción son 


Glucosa 1-fosfato 
4,5 x 10m 
Calcule K'a y AG” para esta reacción. 


5. Determinación experimental de AG”. para la hidróli- 
sis del ATP La medición directa de la variación de energía 
libre estándar asociada a la hidrólisis del ATP es técnicamente 
complicada ya que la pequeña cantidad de ATP que resta en el 
equilibrio es difícil de medir con precisión. No obstante, se 
puede calcular indirectamente el valor de AG” a partir de las 
constantes de equilibrio de otras dos reacciones enzimáticas 
que tienen constantes de equilibrio menos favorables: 


glucosa 6-fosfato 
9,6 x 10m 


Glucosa 6-fosfato + H,O — glucosa + P, Ka = 270 
ATP + glucosa — ADP + glucosa 6-fosfato Ka = 890 


Utilizando esta información sobre las constantes de equilibrio 
determinadas a 25°C, calcule la energía libre estándar de hi- 
drólisis del ATP. 


6. Diferencia entre AG”, y AG Considere la interconversión 
siguiente, que tiene lugar en la glucólisis (Capítulo 14): 


E = 300 
eq 


Fructosa 6-fosfato 


glucosa 6-fosfato 


(a) ¿Cuál es la AG” para la reacción KE determinada 
a 25°C)? 

(b) Si se ajusta la concentración de fructosa 6-fosfato a 1,5 
M y la de la glucosa 6-fosfato se ajusta a 0,50 m, ¿cuál es el valor 
de AG? 

(c) ¿Por qué AG” y AG son diferentes? 


7. Energía libre de hidrólisis del CTP Compare la estruc- 
tura del nucleósido trifosfato CTP con la estructura del ATP. 


OH OH 


OH OH 
Adenosina trifosfato (ATP) 


Ahora prediga la K'„ y la AG” de la siguiente reacción: 
ATP + CDP — ADP + CTP 


8. Dependencia de AG respecto al pH La energía libre 
desprendida en la hidrólisis del ATP en condiciones estándar 
es -30,5 kJ/mol. Si el ATP se hidroliza en condiciones estándar 
excepto que el pH es 5,0 ¿se desprende más o menos energía 
libre? Explíquelo. 


9. AG”, de reacciones acopladas La glucosa 1-fosfato se 
convierte en fructosa 6-fosfato en dos reacciones sucesivas: 


Glucosa 1-fosfato — glucosa 6-fosfato 


Glucosa 6-fosfato — fructosa 6-fosfato 


Utilizando los valores de AG” de la Tabla 13-4, calcule la cons- 
tante de equilibrio, Ka de la suma de las dos reacciones: 


Glucosa 1-fosfato — fructosa 6-fosfato 


10 Efecto de la razón [ATPY[ADP] sobre la energía ti- 
bre de hidrólisis del ATP Utilizando la Ecuación 13-4, re- 
presente AG frente ln Q (razón de acción de masas) a 25°C 
para las concentraciones de ATP, ADP y P, de la tabla si- 
guiente. AG” para la reacción es -30,5 kJ/mol. Utilice la grá- 
fica resultante para explicar por qué está regulado el 
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metabolismo para que se mantenga una razón [ATPADP] 
elevada. 


Concentración (mm) 
ATP 5 3 l 0.2 5 
ADP 0.2 2.2 4.2 5.0 25 


P, 10 12.1 14.1 14.9 10 


11. Estrategia para superar una reacción desfavorable: 
acoplamiento químico dependiente del ATP La fosforija- 
ción de la glucosa a glucosa 6-fosfato es el paso inicial en el 
catabolismo de la glucosa. La fosforilación directa de la glu- 
cosa por el P, se describe mediante la ecuación 


Glucosa + P, — glucosa 6-fosfato + H,O 
AG” = 13,8 kJ/mol 

(a) Calcule la constante de equilibrio de la reacción ante- 
rior a 37°C. En el hepatocito de rata las concentraciones fisio- 
lógicas de glucosa y P, se mantienen aproximadamente en 4,8 
mum. ¿Cuál es la concentración de equilibrio de la glucosa 6-fos- 
fato obtenida por la fosforilación directa de la glucosa por el 
P? ¿Representa esta reacción un paso metabólico razonable 
para el catabolismo de la glucosa? Explíguelo. 

(b) En principio, al menos, una forma de aumentar la con- 
centración de glucosa 6-fosfato es impulsar la reacción de 
equilibrio hacia la derecha mediante el aumento de las concen- 
traciones intracelulares de glucosa y P. Suponiendo una con- 
centración fija de P, de 4,8 mm, ¿qué valor habría de alcanzar la 
concentración intracelular de glucosa para tener una concen- 
tración de equilibrio de glucosa 6-fosfato de 250 zum (concen- 


ATAN og normal)? ¿Sería esta ruta fisiológicamente 


dado que la solubilidad máxima de la glucosa es in- 
ferior a 1m? 
(c) La fosforilación de la glucosa en la célula está acoplada 
a la hidrólisis del ATP; esto es, parte de la energía libre de hi- 
drólisis del ATP se utiliza para fosforilar la glucosa: 


(1) Glucosa + P, — glucosa 6-fosfato + H,O 
AG” = 13,8 kJ/mol 

(2) ATP + H,O — ADP + PAG” = -30,5 kJ/mol 

Suma: Glucosa + ATP — glucosa 6-fosfato + ADP 


Calcule Ka 37°C de la reacción global. Cuando se lleva a 
cabo la fosforilación de la glucosa dependiente de ATP, ¿qué 
concentración de glucosa es necesaria para conseguir una 
concentración intracelular 250 zum de glucosa 6-fosfato cuando 
las concentraciones de ATP y ADP son 3,38 mm y 1,32 mm, 
respectivamente? ¿Proporciona este proceso de acoplamiento 
una ruta factible, al menos en principio, para la fosforilación de 
la glucosa en la célula? Explíquelo. 

(d) Aunque el acoplamiento de la hidrólisis del ATP a la 
fosforilación de la glucosa tiene sentido termodinámicamente, 
aún no se ha especificado de qué forma tiene lugar dicho aco- 
plamiento. Dado que el acoplamiento precisa de un interme- 
diario común, una ruta posible sería utilizar la hidrólisis del 
ATP para aumentar la concentración intracelular de P, e im- 
pulsar así la fosforilación desfavorable de la glucosa por el P.. 
¿Sería esto una ruta razonable? (Piense en los productos de 
solubilidad de los intermediarios metabólicos.) 

(e) La fosforilación de la glucosa acoplada al ATP está 
catalizada en los hepatocitos por el enzima glucoquinasa. 
Este enzima une ATP y glucosa formando un complejo gluco- 
sa-ATP-enzima, y el grupo fosforilo se transfiere directa- 
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mente desde el ATP a la glucosa. Explique las ventajas de 
esta ruta. 


12. Cálculo de AG”, de reacciones acopladas al ATP A 
partir de los datos de la Tabla 13-6 calcule el valor de AG* de 
las reacciones siguientes, 


(a) Fosfocreatina + ADP — creatina + ATP 
(b) ATP + fructosa — ADP + fructosa 6-fosfato 


13. Acoplamiento de la rotura del ATP a una reacción 
desfavorable Para explorar las consecuencias de acoplar la 
hidrólisis del ATP en condiciones fisiológicas a una reacción 
bioquímica termodinámicamente desfavorable, considere la 
transformación hipotética X — Y, para la que AG” = 20,0 kJ/mol. 

(a) ¿Cuál es la proporción [YX] en el equilibrio? 

(b) Supongamos que X e Y participan en una secuencia de 
reacciones durante las que el ATP se hidroliza a ADP y P.. La 
reacción global es i 


X + ATP + H,O — Y + ADP + P, 


Calcule [YV[X] de esta reacción en el equilibrio. Suponga que 
la temperatura es 25°C y las concentraciones de ATP, ADP y P, 
son 1 | cuando la reacción está en el equilibrio. 

(c) Sabemos que [ATP], [ADP] y [P] no son 1m en condiciones 
fisiológicas. Calcule [YY[X] para la reacción acoplada al ATP 
cuando los valores de [ATP], [ADP] y [P | son los que se en- 
cuentran en los miocitos de rata (Tabla 13-5). 


14. Cálculo de AG a concentraciones fisiológicas Cal- 
cule la AG real, fisiológica, de la reacción 


Fosfocreatina + ADP — creatina + ATP 


a 37*C tal como se da en el citosol de las eura a 
la fosfocreatina está presente a concentración 4,7 MA; - 


tina a 1,0 mm, el ADP a 0,73 mm y el ATP a 2,6 mm. 


15. Energía libre necesaria para la síntesis de ATP en 
condiciones fisiológicas En el citosol de los hepatocitos de 
rata, la temperatura es 37°C y el cociente de acción de masas, 


Q, es 


[ATP] 
=5,33 x 10 w 
[ADP] [Pi] 


Calcule la energía libre requerida para sintetizar ATP en el 
hepatocito de rata. 


16. Lógica química En la ruta glucolítica, se rompe un azú- 
car de seis carbonos (fructosa 1,6-bisfosfato) formando dos 
azúcares de tres carbonos, que son metabolizados a continua- 
ción (véase la Fig. 14-6). En esta ruta tiene lugar una isomeri- 
zación de la glucosa 6-fosfato a fructosa 6-fosfato (mostrada a 
continuación) dos pasos antes de la reacción de rotura (la 
etapa interpuesta es la fosforilación de la fructosa 6-fosfato a 
fructosa 1,6-bisfosfato 


H 
Ne Co 
H—C—oH Go 
no g e ra noc 
H—C—OH US H—C—OH 
HC—OH H—C—OM 
lioro? dhoro 


Glucosa 6-fosfato Fructosa 6-fosfato 


¿Qué consigue el paso de isomerización desde la perspectiva 
química? (Pista: Considere qué podría suceder si la rotura del 
enlace C-C tuviese lugar sin la isomerización precedente) 


17. Mecanismos de reacción enzimáticos I La lactato des- 
hidrogenasa es uno de los múltiples enzimas que requieren 
NADH como coenzima. Cataliza la conversión del piruvato en 
lactato: 


NADH + H? NAD* 


lactato 
deshidrogenasa 
nn CH3 


CH; 


Piruvato i-Lactato 


Dibuje el mecanismo de esta reacción (muestre las flechas de 
desplazamiento de electrones). (Pista: Esta es una reacción 
común a lo largo de todo el metabolismo; el mecanismo es si- 
milar al catalizado por otras deshidrogenasas que utilizan 
NADH, como por ejemplo la alcohol deshidrogenasa). 


18. Mecanismos de reacción enzimáticos II Las reaccio- 
nes bioquímicas a menudo parecen más complejas de lo que lo 
son en realidad. En la vía de las pentosas fosfato (Capítulo 14), 
la sedoheptulosa 7-fosfato y el gliceraldehído 3-fosfato reac- 
cionan formando eritrosa 4-fosfato y fructosa 6-fosfato en una 
reacción catalizada por la transaldolasa. 


CHOH 
C= 


Š 
+ | aooo 
H—C—OH transaldolas- 
CH¿OPOS” CH¿0POZ 
Sedoheptulosa Gliceraldehído 
7-fostato 3-fosfato 


al 
C=0 
A JE | 
T A —H 
R —0H E a 
H—C—OH ý H—c—OH 
CH20POf* CH,0POS” 
Eritrosa Fructosa 
A-fostato 6-fosfato 


Escriba un mecanismo para esta reacción (muestre las flechas 
de desplazamiento de electrones). (Pista: Vuelva a echar un 
vistazo a las condensaciones aldólicas y, a continuación, consi- 
dere el nombre del enzima) 


19. Reconocimiento de tipos de reacción Para los si- 
guientes pares de biomoléculas, identifique los tipos de reac- 
ción  (oxidación-reducción, hidrólisis, ¡isomerización, 
transferencia de grupo o reordenamiento interno) necesario 
para convertir la primera molécula en la segunda. En cada 
caso indique el tipo general de enzima y cofactor(es) o reacti- 
vos que serían necesarios y cualquier otro producto que pueda 
producirse. 


R—CH),—CH,—<C H5—£— 5-CoA 
O Palmitoil-CoA 
E T 
O  trams-A*-Enoil-CoA 


CO0o” > 
H,N—C—H H—CNH 
vil CH 
CH CH 
EN IX 
CH, CH3 CH3 CH; 
L-Leucina D-Leucina 

H 
A P | 
T ¡dle sii 
a Aai un 
HO—C—H hai 
n ai ¿di ss 
E e Piai 
CH20H CHOH 
Glucosa Fructosa 
OH OH OH PH OH oros 
H H 
Glicerol Gliceral 3-fosfato 
O H O 
T Y eS 
bit A 
HH Ch OP AT 
Glicitalanina 
HO Q 
+ i E + i] 
ja a + MN—C—C—0- 
H CH 
Glicina Alanina 
OH y OH T F ah 
ae CH,—C— CH) 
H 
Glicerol Dihidroxiacetona 
D H (8) OH 
h WA QM / 
i ji 
CH3 CH; 
Acetaldehido Ácido acético 


20. Efecto de la estructura sobre el potencial de trans- 
ferencia de grupo Algunos invertebrados contienen fosfoar- 
ginina. ¿Es la energía libre estándar de hidrólisis de esta 
molécula más parecida a la de la glucosa 6-fosfato o a la del 
ATP? Explique su respuesta. 


+ 
o NH NH3 
04 0H NCH: —CHr -Chren 
o- H 
Fosfoarginina 


21. Polifosfato como posible fuente de energía La ener- 
gía libre estándar de hidrólisis del polifosfato inorgánico (po- 
liP) es de alrededor de -20 kJ/mol por cada P, liberado. 
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Calculamos en el Ejemplo práctico 13-2 que, en una célula, se 
necesitan unos 50 kJ/mol de energía para sintetizar ATP a par- 
tir de ADP y P. ¿Es posible que una célula utilice polifosfato 


1 


para sintetizar ATP a partir de ADP? Explique su respuesta. 


22. Utilización diaria de ATP por los seres humanos 
adultos 

(a) Se necesita un total de 30,5 kJ/mol de energía libre para sin- 
tetizar ATP a partir de ADP y P, cuando reactivos y productos se 
encuentran a concentración 1 m y la temperatura es 25°C (estado 
estándar). Debido a que las concentraciones fisiológicas reales de 
ATP, ADP y P, no son lm y la temperatura es 37*C, la energía libre 
requerida para sintetizar ATP en condiciones fisiológicas es dife- 
rente de AG”. Calcule la energía libre requerida para sintetizar 
ATP en el hepatocito humano cuando las concentraciones fisioló- 
gicas de ATP, ADP y P, son 3,5, 1,50 y 5,0 mm, respectivamente. 

(b) Un adulto de 68 kg requiere una ingesta calórica de 
2.000 kcal (8.360 kJ) de alimento por día (24 horas). Este ali- 
mento es metabolizado y se utiliza la energía libre para sinteti- 
zar ATP, el cual proporciona seguidamente energía para 
realizar el trabajo químico y mecánico diario del cuerpo. Supo- 
niendo que la eficiencia de conversión de la energía del ali- 
mento en ATP sea del 50%, calcule el peso de ATP utilizado 
por un ser humano adulto en un período de 24 horas. ¿Qué 
porcentaje representa respecto al peso corporal? 

(c) Aunque los adultos sintetizan diariamente grandes 
cantidades de ATP, su peso corporal, estructura y composición 
no cambian significativamente durante este período. Explique 
esta aparente contradicción. 


23. Velocidades de recambio de los fosfatos y- y A del 
ATP Si se añade a un extracto de levadura una pequeña can- 
KON: ATP marcado con fósforo radiactivo en la posición 
È , Ey-2PJATP, alrededor de la mitad de la actividad *P 
se encuentra en el P, al cabo de unos pocos minutos, aunque la 
concentración de ATP permanece inalterada. Explíquelo. Si se 
realiza el mismo experimento utilizando ATP marcado con *P 
en la posición central, [£P]ATP, el %P no aparece en el P, en 
un tiempo tan corto. ¿Por qué? 


24. Escisión del ATP a AMP y PP, durante el metabo- 
lismo La síntesis de la forma activada del acetato (acetil-CoA) 
se realiza en un proceso dependiente de ATP: 


Acetato + CoA + ATP ——> acetil-CoA + AMP + PP, 


(a) La AG” para la hidrólisis del acetil-CoA a acetato y 
CoA es -32,2 kJ/mol y para la hidrólisis del ATP a AMP y PP es 
-30,5 kJ/mol. Calcule AG” para la síntesis de acetil-CoA depen- 
diente de ATP. 

(b) Casi todas las células contienen el enzima pirofosfato 
inorgánico hidrolasa que cataliza la hidrólisis de PP a P. ¿Qué 
efecto tiene la presencia de este enzima sobre la síntesis de 
acetil-CoA? Explíquelo. 


25. Energía para el bombeo de H, Las células parietales 
que recubren el estómago contienen “bombas” de membrana 
que transportan iones hidrógeno desde el citosol (pH 7,0) al 
estómago, contribuyendo a la acidez del jugo gástrico (pH 
1,0). Caleule la energía libre requerida para transportar 1 mol 
de iones hidrógeno a través de estas bombas (Sugerencia: 
véase el Capítulo 11.) Suponga una temperatura de 37°C. 


26. Potenciales de reducción estándar El potencial de re- 
ducción estándar, E”, de cualquier par redox viene definido 
por la reacción de semicelda: 
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Agente oxidante + n electrones — agente reductor 


Los valores de E” para los pares redox conjugados NAD*/ 
NADH y piruvato/lactato son -0,32 Y y -0,19 V, respectiva- 
mente. 

(a) ¿Cuál de los dos pares conjugados tiene mayor tenden- 
cia a perder electrones? Explíquelo. 

(b) ¿Cuál es el agente oxidante más fuerte? Explíquelo. 

(c) Si empezamos con concentraciones lu de cada reac- 
tivo y producto a pH 7 y 25°C, ¿en qué dirección transcurrirá 
la siguiente reacción? 


Piruvato + NADH + H* ==> lactato + NADH 


(d) ¿Cuál es la variación de energía libre estándar (AG”) 
para la conversión del piruvato en lactato? 

(e) ¿Cuál es la constante de equilibrio (K) de esta reac- 
ción? ' 


27. Extensión energética de la cadena respiratoria La 
transferencia de electrones en la cadena respiratoria mitocon- 
drial se puede representar mediante la ecuación de reacción 
neta 


NADH + H* + 40, ==> H0 + NAD* 


(a) Calcule el valor de AE” de la reacción neta de la trans- 
ferencia electrónica mitocondrial. Utilice los valores de 4” de 
la Tabla 13-7. 

(b) Calcule AG” de esta reacción. 

(c) ¿Cuántas moléculas de ATP se pueden generar teóri- 
camente por esta reacción si la energía libre de is de 
ATP en condiciones celulares es 52 kJ/mol? (0% E 


28. Dependencia de la fuerza electromotriz respecto a 
las concentraciones Calcule la fuerza electromotriz (en vol- 
tios) registrada por un electrodo inmerso en una solución que 
contiene las siguientes mezclas de NAD* y NADH a pH 7,0 y 
25°C, con referencia a una semicelda de E” = 0,00 Y. 


(a) 1.0 mm NAD” and 10 mm NADH 
(b) 1.0 mm NAD? and 1.0 mm NADH 
(c) 10 mm NAD* and 1.0 mm NADH 


29. Afinidad electrónica de los compuestos Ponga las 
siguientes sustancias en orden de tendencia creciente 
para aceptar electrones: (a) a-cetoglutarato + CO, (pro- 
duciendo isocitrato), (b) oxalacetato, (c) O,, (d) NADP”. 
30. Dirección de las reacciones de oxidación-reduc- 
ción ¿Cuál de las siguientes reacciones podría esperarse que 
transcurriese en la dirección mostrada, en condiciones están- 
dar, en presencia de los enzimas apropiados? 

(a) Malato + NAD* — oxalacetato + NADH + H* 

(b) Acetoacetato + NADH + H+ 

— F-hidroxibutirato + NAD* 

(c) Piruvato + NADH + H* — lactato + NAD* 

(d) Piruvato + £hidroxibutirato — lactato + acetoacetato 

(e) Malato + piruvato — oxalacetato + lactato 

(f) Acetaldehíido + succinato — etanol + fumarato 


Problema de análisis de Datos 


31. La termodinámica puede ser complicada La termodiná- 
mica puede se un área de estudio complicada y con muchas 
oportunidades para la confusión. Un ejemplo interesante puede 
encontrarse en un artículo de Robinson, Hampson, Munro y Va- 
ney, publicado en Science en 1993. Robinson y colaboradores 
estudiaron el desplazamiento de moléculas pequeñas entre célu- 
las vecinas del sistema nervioso a través de canales intercelula- 
res (uniones en hendidura). Encontraron que los colorantes 
amarillo Lucifer (una molécula pequeña cargada negativamente) 
y la biocitina (una molécula pequeña zwitteriónica) se desplaza- 
ban en una única dirección entre dos tipos concretos de glia 
(células no neuronales del sistema nervioso). El colorante inyec- 
tado en los astrocitos pasa rápidamente a astrocitos adyacentes, 
oligodendrocitos o células de Müller, pero el colorante inyectado 
en los oligodendrocitos o en células de Miiller pasaba lenta- 
mente, si es que lo hacía, a los astrocitos. Todos estos tipos de 
células están conectadas por uniones en hendidura. 

Aunque no era un punto central del artículo, los autores 
presentaron un modelo molecular sobre cómo podría tener 
lugar este transporte unidireccional, tal como se muestra en 
su Figura 3: 


(A) Astrocito Oligodendrocito 


¿Dari e 


El pie de figura dice: “Modelo de la difusión unidireccional del 
colorante entre oligodendrocitos y astrocitos acoplados, ba- 
sado en diferencias del diámetro del poro de conexión. Al igual 
que un pez en una nasa, las moléculas de colorante (círculos 
negros) pueden pasar de un astrocito a un oligodendrocito (A) 
pero no pueden volver en la otra dirección (B).” 

Aunque este artículo pasó la evaluación en una revista cientí- 
fica respetada, se dirigieron diversas cartas al editor (1994), 
demostrando que el modelo de Robinson y colaboradores vio- 
laba la segunda ley de la termodinámica. 

(a) Explique de qué modo el modelo viola la segunda ley. 
Pista: Considere qué le pasaría a la entropía del sistema si uno 
empezase con concentraciones iguales de colorante en el as- 
trocito y oligodendrocito conectados por la unión en hendi- 
dura tipo “nasa”. 

(b) Explique por qué este modelo no puede funcionar con 
moléculas pequeñas, aunque permita pescar peces. 

(c) Explique por qué una nasa funciona con los peces. 

(d) Proporcione dos mecanismos plausibles para el transporte 
unidireccional de las moléculas de colorante entre las células 
que no viole la segunda ley de la termodinámica. 
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CAPÍTULO 14 
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lismo de plantas, animales y muchos microorganis- 
os. Es relativamente rica en energía potencial por 
lo que es un buen combustible; su oxidación completa a 
dióxido de carbono y agua transcurre con una variación 
de energía libre estándar de -2.840 kJ/mol. Almacenan- 
do la glucosa en forma de polímero de elevada masa 
molecular tal como el almidón o el glucógeno, una célu- 
la puede acumular grandes cantidades de umidades de 
hexosa, al tiempo que mantiene una osmolaridad citosó- 
lica relativamente baja. Cuando las necesidades energé- 
ticas aumentan, la glucosa puede liberarse a partir de 
estos polímeros de almacenamiento intracelular y utili- 
zarse para producir ATP, ya sea aeróbica o anaeróbica- 
mente. 

La glucosa no es sólo un combustible excelente sino 
también un precursor extremadamente versátil, capaz 
de suministrar una gran cantidad de intermediarios 
metabólicos para las reacciones biosintéticas. Una bac- 
teria tal como Escherichia coli puede obtener de la 
glucosa los esqueletos carbonados de cada uno de los 
aminoácidos, nucleótidos, coenzimas, ácidos grasos y 
otros intermediarios metabólicos necesarios para el cre- 
cimiento. El estudio completo de los destinos metabóli- 
cos de la glucosa abarcaría cientos o miles de transfor- 
maciones. En los animales y plantas superiores la gluco- 
sa tiene cuatro destinos principales: se puede utilizar 
(1) para la síntesis de polisacáridos complejos destina- 
dos al espacio extracelular; (2) puede ser almacenada 
(en forma de polisacáridos o de sacarosa); (3) oxidada 


| a glucosa ocupa una posición central en el metabo- 


a un compuesto de tres carbonos (piruvato) vía glucóli- 
sis para proporcionar ATP e intermediarios metabóli- 
cos, o (4) oxidada por la ruta de las pentosas fosfato 
(fosfogluconato) para obtener ribosa 5-fosfato utilizada 
en la síntesis de ácidos nucleicos y NADPH para los los 
procesos biosintéticos reductores (Fig. 14-1). 

Los organismos que no tienen acceso a la glucosa 
eh otras fuentes deben fabricarla. Los organismos foto- 
orman glucosa reduciendo el CO, atmosféri- 
para, seguidamente, convertir Estes en glu- 
cosa. Las células no fotosintéticas fabrican glucosa a 
partir de precursores más sencillos de tres o cuatro 
átomos de carbono mediante el proceso de la gluconeo- 
génesis, invirtiendo de manera efectiva la glucólisis en 
una ruta que utiliza una gran parte de los enzimas glu- 
colíticos. 

En este capítulo se describen las reacciones indivi- 
duales de la glucólisis, ghiconeogénesis y la ruta de las 
pentosas fosfato así como el significado funcional de 
cada ruta. También se describen los distintos destinos 
metabólicos del piruvato producido en la glhucólisis; se 
incluyen las fermentaciones utilizadas por muchos 
microorganismos en nichos anaeróbicos para producir 
ATP y que son explotados industrialmente como fuen- 
tes de etanol, ácido láctico y otros productos útiles para 

Corera proa 


Glucógeno, 
de la aque celular almidón, sacarosa 


AS 


oxidación vía 
oxidación vía 
ca cris prenda > glucólisis 
Ribosa 5-fostato Piruvato 


FIGURA 14-1 Principales rutas de utilización de la glucosa. Aunque 
no son los únicos destinos posibles de la glucosa, estas cuatro rutas son 
las más significativas en función de la cantidad de glucosa que fluye a 
través de las mismas en la mayoría de las células. 
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la industria. También se consideran las 
rutas que conducen diversos azúcares, 
obtenidos de mono-, di- y polisacáridos, 
hacia la ruta glucolítica. La discusión del 
metabolismo de la glucosa contmúa en el 
Capítulo 15 en el que utilizamos los proce- 
sos de síntesis de glúcidos para ilustrar los 
muchos mecanismos mediante los que los 
organismos regulan las rutas metabólicas. 
Las rutas biosintéticas que van de la glucosa 
a los polisacáridos de la matriz extracelular 
y de la pared celular y a los polisacáridos de 
reserva se discuten en el Capítulo 20. 


14.1 Glucólisis 


En la glucólisis (del griego glykys, “dulce” y lysis, 
“romper”) se degrada una molécula de glucosa en una 
serie de reacciones catalizadas enzimáticamente, dando 
dos moléculas del compuesto de tres carbonos piruva- 
to. Durante la secuencia de reacciones de la glucólisis, 
parte de la energía libre cedida por la glucosa se con- 
serva en forma de ATP y NADH. La glucólisis fue la 
primera ruta metabólica elucidada y es, probablemen- 
te, la que se conoce mejor. Desde el descubrimiento 
por Eduard Buchner en 1897 de la fermentación en 
extractos acelulares de levadura, hasta la formulación 
de la ruta completa en la levadura (por Otto Warburg y 
Hans von Euler-Chelpin) y en el músculo (por Gustav 
Embden y Otto Meyerhof) en la década de 1930, las 
reacciones de la glucólisis en extractos de dura y 
en músculo constituyeron un foco principal Co 3: 
tigación bioquímica. El cambio filosófico que acompa 


estos descubrimientos fue anunciado por Jacques Loeb 
en 1906: 


Gracias al descubrimiento de Buchner, la Biología se 
liberó de otro fragmento de misticismo. La rotura 
del azúcar en CO, y alcohol ya no es el efecto de un 
“principio vital” al igual que no lo es la rotura del 
azúcar de caña por la invertasa. La historia de este 
problema es instructiva ya que nos previene de con- 
siderar problemas como fuera de nuestro alcance 
porque aún no hemos encontrado su solución*. 


El desarrollo de métodos para la purificación de 
enzimas, el descubrimiento y reconocimiento de la 
importancia de coenzimas tales como el NAD, y el des- 
cubrimiento del papel fundamental del ATP y otros 
compuestos fosforilados, fueron todos consecuencia de 
estudios sobre la glucólisis. Los enzimas glucolíticos de 
muchos organismos ya se han purificado y estudiado a 
fondo desde hace tiempo. 

La glucólisis es una ruta central, casi universal, del 
catabolismo de la glucosa, la ruta con el mayor flujo de 
carbono en la mayoría de las células. En ciertos tejidos 
de mamífero y algunos tipos de células (eritrocitos, 
médula renal, cerebro y esperma, por ejemplo), la 
degradación glucolítica de la glucosa es la única fuente 
de energía metabólica. Algunos tejidos vegetales modi- 
ficados con el fin de almacenar almidón (tales como los 


*De J. Loeb, The Dynamics of Living Matter, Columbia University Prerss, 
New York, 1906.] 


Hans Von Euler-Chelpin, 
1873-1964 [Fuente: Austrian 
Archives/Corbis.] 


Gustav Embden, 1874-1933 


Otto Meyerhof, 1884-1951 
(Fuente: Science Source.) 


tubérculos de patata) y algunas plantas acuáticas (los 
berros, por ejemplo) obtienen la mayor parte de su 
energía a partir de la glucólisis; muchos microorganis- 
mos anaeróbicos dependen totalmente de esta ruta 
metabólica. 


Fermentación es un término general que indica degra- 
dación anaeróbica de la glucosa u otros nutrientes 
orgánicos, para obtener energía en forma de ATP. Debi- 
do a que los seres vivos aparecieron en primer lugar en 
una atmósfera carente de oxígeno, la degradación anae- 
róbica de la glucosa es probablemente el mecanismo 
biológico más antiguo para obtener energía a partir de 
moléculas combustibles orgánicas. La secuenciación del 
genoma de una gran variedad de organismos ha revela- 


A que algunas arquebacterias y algunos microorganis- 


pi 5 dai sitys 'arecen de uno o varios enzimas de la 
glucólisis sí bien mantienen el núcleo de la ruta; proba- 
blemente utilizan formas variantes de la glucólisis. En 
el transcurso de la evolución la química de esta secuen- 
cia de reacciones se ha conservado completamente; los 
enzimas glucolíticos de los animales vertebrados son 
muy similares en secuencia de aminoácidos y estructura 
tridimensional, a sus homólogos de la levadura o la espi- 
naca. El proceso de la glucólisis sólo difiere de una 
especie a otra en los detalles de su regulación y en el 
destino posterior del piruvato formado. Los principios 
termodmámicos y los tipos de mecanismos reguladores 
en la glucólisis se encuentran en todas las rutas del 
metabolismo celular. La ruta glucolítica, de importancia 
crucial por sí misma, puede servir, por tanto, como 
modelo de muchos aspectos de las rutas que se discuten 
más adelante en este libro. 

Antes de examinar detalladamente cada paso de la 
ruta, observaremos la glucólisis en su conjunto. 


Una vision global: la glucólisis tiene dos fases 


La rotura de la glucosa, que tiene seis carbonos, en dos 
moléculas de piruvato, formado por tres carbonos, tiene 
lugar en 10 pasos, de los que los 5 primeros constituyen 
la fase preparatoria (Figura 14-2a). En estas reac- 
ciones la glucosa es fosforilada en primer lugar en el 
grupo hidroxilo en C-6 (paso (Y) ). La n-glucosa 6-fosfato 
así formada se convierte en p-fructosa 6-fosfato (paso 
09), la cual vuelve a ser fosforilada, esta vez en C-1, 
dando p-fructosa 1,6-hisfosfato (paso @). El ATP es el 
dador del grupo fosforilo en ambas fosforilaciones. Dado 
que todos los derivados de azúcares en la glucólisis son 


rotura de un azúcar fosfato de | 
6 carbonos en dos azúcares 
fosfato de 3 carbonas 


mE 
y fosforilación 


primera reacción de forma- 
ción de ATP (fosforilación a 
nivel de sustrato) 


segunda reacción de 
formación de ATP 
(fosforilación a nivel 
de sustrato) 


FIGURA 14-2 Las dos fases de la glucólisis. Por cada molécula de glu- 
cosa que pasa a través de la fase preparatoria (a) se forman dos molécu- 
las de gliceraldehído 3-fosfata; ambas pasan a la fase de beneficios (b). El 
piruvato es el producto fina! de la segunda fase de la glucólisis. Por cada 
molécula de glucosa se consumen dos de ATP en la fase preparatoria y se 


pP 
(2) CH, —C— 
3 i im 


PP am a oa aa a A 


producen cuatro de ATP en la fase de beneficios, dando un rendimiento 
neto de dos ATP por molécula de giucosa convertida en piruvato. El 
número al lado de cada paso de reacción se corresponde con su número 
en la discusión del texto. Hay que tener presente que cada grupo fosfo- 
rilo, representado aquí como (p), tiene dos cargas negativas (-PO,*). 
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isómeros D, omitiremos normalmente esta. designación 
excepto cuando se trate de poner énfasis en la estereo- 
química. 

La fructosa 1,6-bisfosfato se parte a continuación 
dando dos moléculas de tres carbonos, la dihidroxiace- 
tona fosfato y el gliceraldehído 3-fosfato (paso Y) ); éste 
es el paso de la “lisis” del que proviene el nombre del 
proceso. La dihidroxiacetona fosfato se isomeriza a una 
segunda molécula de gliceraldehído 3-fosfato (paso 
©), lo que pone punto final a la primera fase de la glu- 
cólisis. Observe que se han de invertir dos moléculas de 
ATP antes de la rotura de la glucosa en dos piezas de 
tres carbonos; posteriormente se generarán unos impor- 
tantes dividendos a cambio de esta inversión. En resu- 
men: en la fase preparatoria de la glucólisis se invierte 
la energía del ATP, elevando el contenido de energía 
libre de los intermediarios, y las cadenas de carbono de 
todas las hexosas metabolizadas se convierten en un 
producto común, el gliceraldehído 3-fosfato. 

El retorno energético tiene lugar en la fase de 
beneficios de la glucólisis (Fig. 14-2b). Cada molécula 
de gliceraldehído 3-fosfato se oxida y fosforila por fosfa- 
to inorgánico (no por ATP) formando 1,3-bisfosfoglice- 
rato (paso (9 ). En la conversión de las dos moléculas de 
1,3-bisfosfoglicerato en dos moléculas de piruvato 
(pasos @ a (MM) se libera energía. Gran parte de esta 
energía se conserva mediante la fosforilación acoplada 
de dos moléculas de ADP a ATP. El rendimiento neto es 
de dos moléculas de ATP por molécula de glucosa utili- 
zada, ya que se han invertido dos moléculas de ATP en 
la fase preparatoria de la glucólisis. Tambié conser- 
va energía en la fase de beneficios median 
ción de dos moléculas del transportador de electrones 
NADH por molécula de glucosa. 

En las reacciones secuenciales de la glucólisis son 
de especial interés tres tipos de transformaciones quí- 
micas: (1) la degradación del esqueleto carbonado de la 
glucosa que da piruvato, (2) la fosforilación del ADP a 
ATP por compuestos fosfato de alta energía formados 
durante la glucólisis y (3) la transferencia de un ión 
hidruro al NAD+, formando NADH. En la Figura 14-3 
se describe la lógica química global de la ruta. 


Destinos del piruvato Si dejamos de lado algunas 
variantes interesantes dentro de las bacterias, el piruva- 
to formado en la glucólisis puede continuar siendo 
metabolizado siguiendo una de tres rutas catabólicas 
distintas. En los organismos o tejidos aeróbicos, en con- 
diciones aeróbicas, la glucólisis sólo constituye el pri- 
mer paso en la degradación completa de la glucosa 
(Fig. 14-4). El piruvato se oxida, con pérdida de su 
grupo carboxilo en forma de CO,, dando el grupo aceti- 


FIGURA 14-3 La lógica química de la ruta de la glucólisis. En esta 
versión simplificada de la ruta, se muestra cada molécula en forma 
lineal, sin dibujar los átomos de carbono e hidrógeno, con el fin de resal- 
tar las transformaciones químicas. Recuerde que la glucosa y la fructosa 
están presentes mayoritariamente en sus formas cicladas en solución, 
aunque están presentes transitoriamente en forma lineal en los sitios 
activos de algunos de los enzimas de esta ruta. 

La fase preparatoria, pasos @ a @, convierten la glucosa de seis carbo- 
nos en dos unidades de tres carbonos, cada una de ellas en forma fosfo- 
rilada. La oxidación de las unidades de tres carbonos se inicia en la fase 
de beneficios Para producir piruvato, los pasos químicos se han de dar 
en el orden mostrado. 


lo dei acetil-coenzima A, que es oxidado seguidamente 
de manera completa a CO, por el ciclo del ácido cítrico 
(Capítulo 16). Los electrones de estas oxidaciones 
pasan al O, a través de una cadena de transportadores 
en la mitocondria, formando H,O. La energía proceden- 


1 2 3 4 5 6 La fosforilación 
O OH OH OH de la glucosa 
TA | l Ml Glucosa asegura que los 
intermediarios 
OH de la ruta 
permanecen 


0) La fosforilación tiene lugar en ATP an lá cla. 


C-6 porque el C-1 es un grupo 
carbonilo y no se puede ADP 
fosftorilar. 


OH OH OH Glucosa 
6-fostato 
OH 


La isomerización mueve el carbonilo a C-2, 
un prerrequisito para O y O. 


HO OH OH o—P) Fructosa 
6-fosfato 
ATP OH 


ADP @ <=, ahora un grupo hidroxilo, puede ser fosforilado. 
Esto asegura que los dos productos de la rotura del 
enlace C-C están fosforilados y, por tanto, son 
interconvertibles. 


O OH OH o—P) Fructosa 
ma Il e | | 1,6-bisfosfato 
OH 


correcto para dar dos productos de 
o 
Gliceraidehido 


O) El grupo carbonilo en C-2 facilita ia 
AT acatóna rotura del enlace C—C en el lugar 
topata 3 carbonos por el inverso de una 
condensación aldólica. 
DIE 3-fosfato 
A) La interconversión 


adn de © E La fosforilación oxidativa del 
a n gliceraldehido 3-fosfato con 
una sola vís man: p un NADH producido, es 

= un prerequisito para la 

NADH producción de ATP en Y. 
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FIGURA 14-4 Tres posibles destinos catabólicos del piruvato produ- 
cido en la glucólisis. El piruvato también sirve como precursor en 
muchas reacciones anabálicas, no mostradas aquí 


te de las reacciones de transferencia electrónica impul- 
sa la síntesis de ATP en la mitocondria (Capítulo 19). 

La segunda ruta para el piruvalo es su reducción a 
lactato vía fermentación del ácido Ke ; 
contracción vigorosa el músculo esquelético f g 
nar con bajas concentraciones de oxígeno! CHipok 
el NADH no puede ser reoxidado a NAD+, si bien este 
último es el aceplor de electrones imprescindible para la 
posterior oxidación del piruvato. En estas condiciones, el 
piruvato se reduce a lactato al aceptar los electrones del 
NADH, con lo que se regenera así el NAD+ necesario para 
que continúe la glucólisis. Algunos tipos celulares y teji- 
dos (retina y eritrocitos, por ejemplo) convierten la glu- 
cosa en lactato incluso en condiciones aeróbicas. En 
algunos microorganismos el producto de la glucólisis en 
condiciones anaeróbicas es también el lactato (Fig. 144). 

La tercera ruta principal del catabolismo del piruva- 
to conduce al etanol. En algunos tejidos vegetales y en 
ciertos invertebrados, protistas, y microorganismos 
tales como la levadura de la cerveza o de panificación, 
el piruvato se convierte, en condiciones anaeróbicas o 
de hipoxia, en etanol y CO,, proceso denominado fer- 
mentación etanólica (o alcohólica) (Fig. 14-4). 

La oxidación del piruvato es un proceso catabólico 
importante, pero el piruvato tiene también destinos ana- 
bólicos. Puede, por ejemplo, proporcionar el esqueleto 
carbonado para la síntesis del aminoácido alanina o para 
la síntesis de ácidos grasos. En capítulos posteriores 
estudiareruos estas reacciones anabólicas del pinuvato. 


Formación de ATP y NADH acoplada a la glucólisis Duran- 


te la glucólisis parte de la energía de la molécula de 


glucosa se conserva en forma de ATP, mientras que la 
mayor parte de la misma permanece en el producto, 
piruvato, La ecuación global de la glucólisis es: 


Glucosa + 2NAD” + 2ADP + 2P, ——> 
2 piruvato + 2NADH + 2H* + 2ATP + 2H20 (141) 
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Por cada molécula de glucosa degradada a piruva- 
to, se generan dos moléculas de ATP a partir de ADP y 
Pi y se producen dos moléculas de NADH por reduc- 
ción del NAD*. El aceptor de hidrógeno en esta reac- 
ción es el NAD* (véase la Fig. 13-24), unido a un plie- 
gue Rossmann tal como se muestra en la Figura 13-25. 
La reducción del NAD" se realiza mediante transferen- 
cía enzimática de un ión hidruro (:H>) desde el grupo 
aldehído del gliceraldehído 3-fosíato al anillo de nicoti- 
namida del NAD*, dando el coenzima reducido NADH. 
El otro átomo de hidrógeno se libera a la solución en 
forma de H+. 

Podemos ahora dividir la ecuación de la glucólisis 
en dos procesos: la conversión de la glucosa en piruva- 
to, que es exergónica: 


Glucosa + 2NAD* —> 2 piruvato + 2NADH + 2H* (14-2) 
AG!" = —146 kJ/mol 


Y la formación de ATP a partir de ADP y Pi, que es 
endergónica: 


2ADP + 2P,—> 24 TP + 2H,0 (14-3) 
AGS? = 2(30.5 kJ/mol) = 61.0 kJ/mol 


La suma de las ecuaciones 14-2 y 14-3 es la varia- 
ción global de energía libre estándar de la glucólisis, 
BS" uas 


ÅGSim = AG? + AG5” = —146 kJ/mol + 61.0 kJ/mol 
= —BB kJ/mol 


ATION e | 
to en condiciones estándar como intracelulares 


(no estándar), la glucólisis es un proceso esencialmente 
irreversible, conducido hasta su totalidad por un gran 
descenso neto de energía libre. 


Energía remanente en el piruvato La glucólisis sólo 
libera una pequeña fracción de la energía total disponi- 
ble de la molécula de glucosa; las dos moléculas de 
piruvato formadas por la glucólisis aún contienen la 
mayor parte de la energía química potencial obtenible 
de la molécula de glucosa, energía que se puede extraer 
mediante reacciones oxidativas en el ciclo del ácido 
cítrico (Capítulo 16) y en la fosforilación oxidativa 
(Capítulo 19). 


Importancia de los intermediarios fosforilados Cada uno 
de los nueve intermediarios glucolíticos entre la glucosa 
y el piruvato está fosforilado (Fig. 14-2). El grupo fosfo- 
rilo parece tener tres funciones. 


1. Como sea que la membrana plasmática carece de 
transportadores para los azúcares fosforilados, los 
intermediarios glucolíticos fosforilados no pueden 
abandonar la célula. Después de la fosforilación 
inicial, la célula ya no ha de gastar más energía para 
retener los intermediarios fosforilados, a pesar de la 
gran diferencia de las concentraciones intra y 
extracelulares. 


2. Los grupos fosforilo son componentes esenciales en 
la conservación enzimática de la energía metabóli- 
ca. La energía liberada en la rotura de enlaces fos- 
foanhídridos (tales como los del ATP) se conserva 
parcialmente en la formación de ésteres fosfato 
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tales como la glucosa 6-fosfato. Los compuestos 
fosfato de alta energía que se forman en la glucólisis 
(1,3-bisfosfoglicerato y fosfoenolpiruvato) donan 
grupos fosforilo al ADP para formar ATP, 


3. La fijación de los grupos fosfato a los sitios activos 
de los enzimas disminuyen la energía de activación 
y aumenta la especificidad de las reacciones enzi- 
máticas (Capítulo 6). Los grupos fosfato del ADP, 
ATP y de los intermediarios glucolíticos forman 
complejos con el Mg”, siendo los sitios de unión de 
sustrato de muchos enzimas glucolíticos específicos 
para esos complejos de Mg*. Casi todos los enzimas 
glucolíticos requieren Mg* para su actividad. 


La fase preparatoria de la glucólisis precisa ATP 


En la fase preparatoria de la glucólisis se invierten dos 
moléculas de ATP y se rompe la cadena de hexosa en 
dos triosas fosfato. El conocimiento de que las hexosas 
fosforiladas eran intermediarios de la glucólisis fue 
lento y casual. En 1906, Arthur Harden y William Young 
comprobaron su hipótesis de que los inhibidores de los 
enzimas proteolíticos estabilizarían los enzimas fermen- 
tadores de la giucosa en el extracto de levadura. Aña- 
dieron suero sanguíneo (que ya se sabía que contenían 
inhibidores de enzimas proteolíticos) a extractos de 
levaduras y observaron la estimulación previsible del 
metabolismo de la glucosa. No obstante, en un experi- 
mento control diseñado para demostrar que la ebulli- 
ción del suero destruía la actividad estimuladora, descu- 
brieron que el suero hervido era igualmente. efectivo 
como estimulante de la glucólisis. El exame idade 
del contenido del suero hervido demostró qué + 
ponsable de la estimulación era el fosfato inorgánico. 
Harden y Young pronto descubrieron que la glucosa 
añadida a su extracto de levadura era convertida en 
hexosa bisfosfato (el “éster de Harden-Young”, poste- 
riormente identificado como fructosa 1,6-bisfosfato). 
Este fue el principio de una larga serie de investigacio- 
nes sobre el papel de los ésteres orgánicos y anhídridos 
del fosfato en bioquímica que nos ha llevado a nuestro 
actual conocimiento sobre el papel central de la transfe- 
rencia del grupo fosforilo en biología. 


O Fosforilación de la glucosa En el primer paso de la 
glucólisis, la glucosa se activa para reacciones posterio- 
res mediante la fosforilación en el C-6 dando glucosa 
6-fosfato; el ATP es el dador de fosforilo: 


Arthur Harden, 1865-1940 
[Fuente: Mary Evans Picture 
Library/Alamy.] 


William Young, 1878-1942 
(Fuente: cortesía del Mecical 
History Museum, The 
University of Melbourne ] 


ATP ADP p a 
hexoquinasa 
O OH 
H OH H OH 


Giucosa 6-fosfato 


Glucosa 


AG’? = -16.7 k3/mol 


Esta reacción, que es irreversible en condiciones 
intracelulares, está catalizada por la hexoquinasa. 
Recuerde que las quinasas son enzimas que catalizan la 
transferencia del grupo fosforilo terminal del ATP a algún 
nucleófilo aceptor (véase la Fig. 13-20). Las quinasas son 
una subclase de transferasas (véase la Tabla 6-3). El 
aceptor en el caso de la hexoquinasa es una hexosa, nor- 
malmente la D-glucosa, aunque la hexoquinasa también 
cataliza la fosforilación de otras hexosas comunes, tales 
como la D-fructosa y la pb-manosa, en algunos tejidos. 

La hexoquinasa, al igual que otras muchas quinasas, 
necesita Mg” para su actividad, porque el verdadero sus- 
trato del enzima no es el ATP* sino el complejo MgATP*- 
(véase la Fig. 13-12). El Mg” apantalla las cargas negati- 
vas de los grupos fosforilo del ATP haciendo que el átomo 
de fósforo terminal sea una diana más fácil para el ataque 
nucleofílico por un -OH de la glucosa. La hexoquinasa 
experimenta un cambio profundo en su forma, un acopla- 
miento inducido, cuando fija la glucosa; dos dominios de 
la proteína se desplazan acercándose unos 8 Á cuando se 


x Ùe el ATP (véase la Fig. 6-26). Este movimiento acerca 
al A ik olécula de glucosa también unida al enzi- 


; bloquea el acceso de agua (del disolvente), el cual 
podría de otro modo entrar en el sitio activo y alacar 
(hidrolizar) los enlaces fosfoanhídrido del ATP. Al igual 
que los otros nueve enzimas de la glucólisis la hexoquina- 
sa es una proteína citosólica soluble. 

La hexoquinasa se encuentra en casi todos los orga- 
nismos. El genoma humano codifica cuatro hexoquina- 
sas diferentes (I a IV) que catalizan todas ellas la misma 
reacción. Dos o más enzimas que catalizan la misma 
reacción pero que están codificados por genes distintos 
se denominan isozimas (Véase el Recuadro 15-2). Uno 
de los isozimas pesente en los hepatocitos, la hexoqui- 
nasa IV (también llamada glucoquinasa) se diferencia 
de otras formas de hexoquinasas por sus propiedades 
cinéticas y de regulación con consecuencias fisiológicas 
importantes que se describen en la Sección 15.3. 


O Conversión de la glucosa 6-fosfato en fructosa 6-fos- 
fato El enzima fosfohexosa isomerasa (fosfogluco- 
sa isomerasa) cataliza la isomerización reversible de la 
glucosa 6-fosfato, una aldosa, en fructosa 6-fosfato, 
una cetosa: 


5 
CH,OPO2- 


6 
CH,0OPO3-7 


H OH 
Giucosa 6-fosfato 


Fructosa 6-fosfato 


AG” = 1.7 kJ/mol 


El mecanismo de esta reacción se realiza a través de 
un intermedio enediol (Figura 14-5 ). La reacción trans- 
curre fácilmente en cualquiera de las dos direcciones, 
tal como lo predice la variación relativamente pequeña 
de la energía libre estándar. 


e Fosforilación de la fructosa 6-fosfato a fructosa 
1,6-bisfosfato En la segunda de las dos reacciones acti- 
vadoras de la glucólisis, la fosfofructoquinasa-1 
(PFK-1) cataliza la transferencia de un grupo fosforilo 
desde el ATP a la fructosa 6-fosfato para dar fructosa 
1,6-bisfosfato: 


6 
CH¿OPOÍ” 1 
AG iia OH ATP ADP 
ás + 
H HO A Ae) 
H OH fostofructoquinasa-] 
(PFK-1) 


4 3 
OH H 
Fructosa 6-fosfato 


À 


OH H 
Fructosat,6-bistostato 


àG” = —M.2 ki/mol 


>) Convención dave: Los compuestos que contienen dos 
fosfatos o grupos fosforilo unidos en posiciones diferentes 
de la molécula se denominan bisfosfatósXo compyés OS, 
bisfosfo), por ejemplo, la fructosa 16 NG) 
1,3-bisfosfoglicerato. Los compuestos ön 
unidos en forma de grupo pirofosforilo se denominas 
difosfatos; por ejemplo adenosina difosfalo (ADP>). Reglas 


p ` 
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“CH,OPOS” 
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Glucosa H 
6-fosfato å 
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similares son de aplicación para nombrar trisfosfatos 
(tales como el insoitol 1,4,5-trisfosfato; véase la p. 451) y 
trifosfatos (tales como adenosina trifosfato, ATP). << 


El enzima que forma fructosa 1,6-bisfosfato se 
denomina PFK-1 para distinguirlo de un segundo enzi- 
ma (PFK-2) que cataliza la formación de fructosa 
2,6-bisfosfato a partir de la fructosa 6-fosfato en una 
ruta diferente (la función de la PFK-2 y de la fructosa 
2,6-bisfosfato se discuten en el Capítulo 15). La reac- 
ción de la PFK-1 es prácticamente irreversible en las 
condiciones celulares y constituye el primer paso “com- 
prometido” en la ruta glucolítica; la glucosa 6-fosfato y 
la fructosa 6-fosfato tienen otros destinos posibles, pero 
la fructosa 1,6-bisfosfato está destinada a la glucólisis. 

Algunas bacterias y protistas y quizás todas las 
plantas, tienen una fosfofructoquinasa (PP-PFK-1) que 
utiliza pirofosfato (PPi), no ATP, como dador del grupo 
fosforilo en la síntesis de fructosa 1,6-bisfosfato: 


Pructosa 6-fosfato + PP; ME, 
fructosa 1,6-bisfosfato + P 
AG”? = —2.9 kJ/mol 


La fosfofructoquinasa-1 está sujeta a una compleja 
regulación alostérica; su actividad aumenta siempre que 
se agota el suministro de ATP en las células o cuando 
existe un exceso de los productos de rotura del ATP, es 
decir el ADP y el AMP (especialmente el segundo). El 
enzima es inhibido siempre que la célula tenga mucho 
ATP y disponga de un buen suministro de otros combus- 
es como ácidos grasos. En algunos organismos, 

2,6-bisfosfato (no confundir con el producto 
de reacción de la PFK-1, fructosa-1,6-bisfosfato) es un 
potente activador alostérico de la PFK-1. La ribulosa 


"CH¿0POZ” CHOH 


Fructosa 
6-fosftato 


isomerasa 


H”"COH 
"CH¿OPOÍ” 


intermedio 
cis-enediol 


FIGURA MECANISMO 14-5 Reacción de la fosfohexosa isomerasa. 
Las reacciones de abertura y cierre del anillo (pasos @ y O) están 
catalizadas por un residuo His del sitio activo, mediante un mecanismo 
aquí omitido por motivos de claridad. El protón (rosa) inicialmente en 
C-2 se hace más fácilmente extraíble por eliminación electrónica del car- 


bonilo adyacente y grupos hidroxilo cercanos. Después de su transferen- 
cia desde el C-2 al residuo Glu del sitia activo (un ácido débil), el protón 
se intercambia libremente con la solución que lo rodea; esto es, el protón 
extraido de C-2 en el paso @ no es necesariamente el mismo que se 
añade a C-1 en el paso 6). 
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5-fosfato, intermediario de la ruta de las pentosas fosfato 
discutida más adelante en este capítulo, también activa 
de modo indirecto la fosfofructoquinasa. Los múltiples 
niveles de regulación de este paso de la glucólisis se 
discutirán con más detalle en el Capítulo 15. 


© Rotura de la fructosa 1,6-bisfosfato El enzima fruc- 
tosa 1,6-bisfosfato aldolasa, a menudo llamado sim- 
plemente aldolasa, cataliza una condensación aldólica 
reversible (véase la Fig. 13-4). La fructosa 1,6-bisfosfato 
se rompe dando dos triosas fosfato diferentes, el glice- 
raldehído 3-fosfato, una aldosa, y la dihidroxiaceto- 
na fosfato, una cetosa: 


] 
CH)0PO37 


6 
CH¿OPO%” 


aldolasa 
OH H 
Fructosa 1,6-bisfosfato 
QO H 
z- NA 

ads (94€ 

Q0c=0 + CHOH 
(31CH¿0H (6, CH¿OPOÍ” 

Dihidroxiacetona Gliceraldehído 
fosfato 3-fosfato 


AG”? = 23.8 kJ/mol 


Existen dos clases de aldolasas. Las aldolasas de la 
clase 1, presentes en animales y plantas, el 
mecanismo mostrado en la Figura 14-6. 
de la clase II, de hongos y bacterias, no fo ase 
de Schiff intermedia. En lugar de ello, contienen un ión 
zinc en el sitio activo coordinado con el oxígeno carbo- 
nílico en C-2; el Zn” polariza el grupo carbonilo y esta- 
biliza el intermedio enolato creado en el paso de rotura 
del enlace C—C (véase la Fig 6-19). 

Aunque la reacción de la aldolasa tiene una varia- 
ción de energía libre estándar fuertemente positiva en 
la dirección de la rotura de la fructosa 1,6-bisfosfato, a 
las bajas concentraciones de reactivos presentes en las 
células, la variación de energía libre real es pequeña por 
lo que la reacción de la aldolasa es fácilmente reversi- 
ble. Veremos más adelante que la aldolasa actúa en la 
dirección inversa durante el proceso de la gluconeogé- 
nesis (véase la Fig. 14-17). 


© Interconversión de las triosas fosfato Solamente una 
de las dos triosas fosfato formadas por la aldolasa, el 
gliceraldehído 3-fosfato, puede ser degradada directa- 
mente en los siguientes pasos de la glucólisis. El otro 
producto, la dihidroxiacetona fosfato, se convierte rápi- 
da y reversiblemente en gliceraldehído 3-fosfato por el 
quinto enzima de la secuencia glucolítica, la triosa 
fosfato isomerasa: 


m o Ml 
9. 
irmoss fosfato 


2 OS | 2 
CH¿0PO3 CH0PO3 
Dihidroxiacetona Gliceraldehido 
fosfato 3-fosfato 


AG”? = 7.5 kJ/mol 


El mecanismo de reacción es similar a la reacción promo- 
vida por la fosfohexosa isomerasa en el paso Y de la glu- 
cólisis (Fig. 14-55). Después de la reacción de la triosa 
fosfato isomerasa los carbonos C-1, C-2 y C-3 de la gluco- 
sa inicial son químicamente indistinguibles de los carbo- 
nos C6, C-5 y C4, respectivamente (Fig. 14-7), ambas 
“mitades” de la glucosa producen gliceraldehído 3-fosfato. 

Esta reacción completa la fase preparatoria de la 
glucólisis. La molécula de hexosa se ha fosforilado en 
C-1 y C-6 y a continuación se ha partido para formar dos 
moléculas de gliceraldehído 3-fosfato. 


La fase de beneficios de la glucólisis 
produce ATP y NADH 


La fase de beneficios de la glucólisis (Fig. 14-2b) inclu- 
ye los pasos de fosforilación conservadores de energía 
en los que parte de la energía libre de la molécula de 
glucosa se conserva en forma de ATP y NADH. Recuer- 
de que una molécula de glucosa produce dos moléculas 
de gliceraldehído 3-fosfato y que las dos mitades de la 
molécula de glucosa siguen la misma ruta en la segunda 
fase de la glucólisis. La conversión de dos moléculas de 
gliceraldehído 3-fosfato en dos de piruvato se acompaña 
de la formación de cuatro moléculas de ATP a partir de 
ADP. Sin embargo, el rendimiento neto de ATP por 
molécula de glucosa degradada es sólo de dos, porque 
se han invertido dos moléculas de ATP en la fase prepa- 
ratoria de la glucólisis para fosforilar los dos extremos 
de la molécula de hexosa. 


gliceraldehído 3-fosfato a 1,3-bisfosfo- 

er paso de esta fase de beneficios es la 
cruceta del gliceraldehído 3-fosfato en 1,3-bisfos- 
foglicerato, catalizada por la gliceraldehído 3-fosfa- 

to deshidrogenasa: 


O H 
Nx NAD? NADH + H* 
| 
HCOH + ] 
| gliceraldehido 
CH¿0PO3 > 3-fosfəto 
z deshidrogenasa 
Gliceraldehido Fosfato 
3-tosfato inorgánico 
% 
l 
dr gii 
CH¿OPOS” 
1,3-Bisfosfoglicerato 
AG" = 6.3 kJ/mol 


Esta es la primera de las dos reacciones conservadoras 
de energía de la glucólisis que conducen, en último tér- 
mino, a la formación de ATP. El grupo aldehído del gli- 
ceraldehído 3-fosfato es oxidado, no a un grupo carboxí- 
lico libre sino a un anhídrido de ácido carboxílico con 
ácido fosfórico. Este tipo de anhídrido, llamado acil 
fosfato, tiene una energía libre de hidrólisis estándar 
muy elevada (AG”= -49,3 kJ/mol; véanse la Fig. 13-14 
y la Tabla 13-6). Gran parte de la energía libre de oxida- 
ción del grupo aldehído del gliceraldehído 3-fosfato se 
conserva mediante la formación del grupo acil fosfato 
en C-1 del 1,3-bisfosfoglicerato. 


CH,OPOF  CH,OPOZ” 
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Dihidroxiacetona 
fosfato 


Base de Schiff 
protonada 


El gliceraldehído 3-fosfato se une covalentemente a 
la deshidrogenasa durante la reacción (Fig. 14-8). El 
grupo aldehído del gliceraldehído 3-fosfato reacciona 
con el grupo -SH de un residuo Cys esencial del sitio 
activo, en una reacción análoga a la formación de un 
hemiacetal (véase la Fig. 7-5), pero en este caso el pro- 
ducto es un tiohemiacetal. La reacción del residuo Cys 
esencial con un metal pesado tal como el Hg” inhibe el 
enzima de modo irreversible. 

La cantidad de NAD+ en una célula (< 10% mM) es 
muy inferior a la cantidad de glucosa metabolizada en 
unos pocos minutos. La glucólisis pronto se detendría si 
el NADH formado en este paso de la glucólisis no se 
reoxidara y reciclara continuamente. Volveremos a dis- 
cutir este reciclado del NAD* más adelante en este 
capítulo. 


O Transferencia de fosforilo desde el 1,3-bisfosfogli- 
cerato al ADP El enzima fosfoglicerato quinasa trans- 
fiere el grupo fosforilo de alta energía desde el grupo 
carboxilo del 1,3-bisfosfoglicerato al ADP, formando 
ATP y 3-fosfoglicerato: 


14.1 Glucólisis 541 


FIGURA MECANISMO 14-6 Reacción de la aldolasa clase I. La reacción que se muestra aquí es 
el inverso de una condensación aldólica. Observe que la rotura entre C-3 y C-4 depende de la presen- 
cia del grupo carbonilo en C-2, el cual se convierte en imina en el enzima. A y B representan residuos 
aminoácidos que actúan como ácido (A) o base (B) general. 
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Fructosa 1,6-bisfostato 


Derivado 

Derivado de los 
del carbono carbonos 
de la de la 
glucosa glucosa 

1 4 

2 5 

3 6 

Dihidroxiacetona Gliceraldehído 
fosfato 3-fosfato 


(a) 


FIGURA 14-7 Destino de los carbonos de la glucosa en la formación 
de gliceraldehido 3-fostato. (a) Origen de los carbonos en los dos pro- 
ductos de tres carbonos de las reacciones de la aldolasa y de la triosa 
fosfato isomerasa. El producto final de las dos reacciones es gliceralde- 
hido 3-fosfato (dos moléculas). (b) Cada uno de los carbonos del glice- 
raldehído 3-fosfato proviene de uno u otro de dos carbonos específicos 
de la glucosa. Observe que la numeración de los átomos de carbono del 


Derivado de los 
carbonos 
de la glucosa i 

403 ap ES o-Gliceraldehído 
ll H2 c- OH 3-fosfato 

60] 3CH,—0-<P) 

Reacciones posteriores 
de la glucólisis 
(b) 


gliceraldehido 3-fosfato no es idéntica a la numeración de los átomos de 
carbono de la glucosa de la que procede. En el gliceraldehido 3-fostato, 
el grupo tuncional más complejo (el carbonilo) se especifica como C-1. 
Este cambio en la numeración es importante para interpretar experimen- 
tos con glucosa en los que sólo se marca un carbono con un radioi- 
sótopo. (Véanse los problemas 6 y 9 al final de este capítulo). 
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FIGURA MECANISMO 14-8 Reacción de la gliceraldehido 3-fostato deshidrogenasa. 


Observe que el nombre de fosfoglicerato quinasa es 
por la reacción inversa en la que se transfiere un grupo 
fosforilo desde el ATP al 3-fosfoglicerato. Como todos 
los enzimas, cataliza la reacción en ambas direcciones. 
Este enzima actúa en la dirección que indica su nombre 
durante la gluconeogénesis (véase la Fig. 14-17) y 
durante la asimilación fotosintética del CO, (véase la 
Fig 20-31). En la glucólisis la reacción catalizada se da 
tal como se ha mostrado anteriormnt, en la dirección de 
síntesis de ATP. 

Los pasos @ y @ de la glucólisis constituyen, conjun- 
tamente, un proceso de acoplamiento de energía en 
donde el 1,3-bisfosfoglicerato es el intermedio común; 
se forma en la primera reacción (que sería endérgonica 
como sistema aislado), y se transfiere su grupo acil fos- 
fato al ADP en la segunda reacción (que es fuertemente 
exergónica). La suma de estas dos reacciones es: 


Gliceraldehído 3-fosfato + ADP + P; + NAD?* == 
3-fosfoglicerato + ATP + NADH + H* 
AG" = —12.2 kJ/mol 


De esta manera la reacción global es exergónica. 

Recuerde del Capítulo 13 que la variación de ener- 
gía libre real, AG, viene determinada por la variación de 
energía libre estándar, AG”, y el cociente de acción de 
masas, Q, que es el cociente [productos]/[reactivos] 
(véase een. 13-4). Para el paso @ 


AG = AG” +RTinQ 
= AG” + RT in 


Observe que no se incluye el [H*] en Q. En los cálculos 
bioquímicos se da por supuesto que [H*] es una constan- 
te (107 m), incluyéndose esta constante en la definición 
de AG”. 

Cuando la razón de acción de masas es inferior a 
1,0, su logaritmo natural tiene un signo negativo. El 
paso @, al consumir el producto del paso @ (1,3-bis- 
fosfoglicerato), mantiene la f1,3-bisfosfoglicerato] rela- 
tivamente baja en el estado estacionario por lo que Q 
del proceso de acoplamiento de energía global perma- 
nece bajo. Cuando Q es pequeño, la contribución de in 
Q puede hacer que AG sea fuertemente negativa. Esta 
es, simplemente, otra forma de mostrar que las dos 
reacciones, pasos @ y Y, están acopladas mediante un 
intermedio común. 

El resultado fmal de estas reacciones acopladas, 
ambas reversibles en las condiciones celulares, es que la 
energía liberada en la oxidación de un grupo aldehído a 
carboxilato se conserva mediante la formación acoplada 
de ATP a partir de ADP y P.. La formación de ATP por 
transferencia del grupo fosforilo a partir de un sustrato 
tal como el 1,3-bisfosfoglicerato se conoce como fosfo- 
rilación a nivel de sustrato para distinguir este 
mecanismo de la fosforilación ligada a la respira- 
ción. La fosforilación a nivel de sustrato implica enzi- 
mas solubles e intermediarios químicos (1,3-bisfosfogli- 
cerato en este caso). Las fosforilaciones ligadas a la 
respiración, por otro lado, implican enzimas de mem- 
brana y un gradiente transmembrana de protones 
(Capítulo 19). 
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FIGURA MECANISMO 14-9 Reacción de la fosfoglicerato mutasa. 


O Conversión del 3-fosfoglicerato en 2-fosfoglicerato El 
enzima fosfoglicerato mutasa cataliza un desplaza- 
miento reversible del grupo fosforilo entre C-2 y C-3 del 
glicerato. El Mg” es esencial para esta reacción: 
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AG" = 4,4 kJ/mol 


La reacción tiene lugar en dos pasos (Fig. 14-9). Un 
grupo fosforilo inicialmente unido a un residuo His de la 
mutasa es transferido al grupo hidroxilo en C-2 del 
3-fosfoglicerato, formando 2,3-bisfosfoglicerato (2,3- 
BPG). Se transfiere a continuación el grupo fosforilo en 
C-3 del 2,3-BPG al mismo residuo His del enzima, pro- 
duciendo 2-fosfoglicerato y regenerando el enzima fos- 
forilado. La fosfoglicerato mutasa es inicialmente fosfo- 
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rilada por transferencia de fosforilo desde el 2,3-BPG 
que es necesario en pequeñas cantidades para iniciar el 
ciclo catalítico y es continuamente regenerado por ese 
cicio. 


© Deshidratación del 2-fosfoglicerato a fosfoenolpi- 
ruvato En la segunda reacción glucolítica que genera 
un compuesto con potencial elevado de transferencia 
del grupo fosforilo (la primera fue el paso @) la eno- 
lasa promueve la eliminación reversible de una molé- 
cula de agua del 2-fosfoglicerato, dando fosfoenolpi- 
ruvato (PEP): 


bl H0 k Pp 
Moro; a pa 
HO— C H3 CH; 


2-Fosfoglicerato Fostoenoipiruvato 


AG” = 7.5 kJ/mol 


El mecanismo de la reacción de la enolasa implica un 
intermedio enólico estabilizado por Mg” (véase la Figu- 
ra 6-27). La reacción convierte un compuesto con un 
potencial de transferencia de grupo fosforilo relativa- 
mente bajo (AG* de hidrólisis del 2-fosfoglicerato es 
-17,6 kJ/mol) en uno con un potencia! de transferencia 
de grupo fosforilo muy alto. (AG* de hidrólisis del PEP 
es -61,9 kJ/mol) (véase la Fig. 13-3, Tabla 13-6). 


(p Transferencia del grupo fosforilo desde ejfasfoenol- 
piruvato al ADP El último paso de la gludólisi 
transferencia del grupo fosforilo desde el fosfSénolpiru- 
vato al ADP catalizada por la piruvato quinasa, que 
requiere K* y también Mg* o Mné:: 
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AG” = —31.4 kJ/mol 


En esta fosforilación a nivel de sustrato, el producto 
piruvato aparece en primer lugar en su forma enol y a 
continuación se tautomeriza rápidamente y de forma no 
enzimática para dar la forma ceto, que es la que predo- 
mina a pH 7: 


O y - 
Xx Pu 9 A 
C C 
a === g 
Piruvato Piruvato 
(forma enol} (forma ceto) 


La reacción global tiene una variación de energía libre 
estándar negativa y grande, debido en gran medida a la 
conversión espontánea de la forma enol del piruvato en 
la forma ceto (véase la Fig. 13-3). Alrededor de la mitad 
de la energía liberada por la hidrólisis del PEP (AG” = 
-61,9 kJ/mol) se conserva en la formación del enlace 
fosfoanhídrido del ATP (AG”= -30,5 kJ/mol), constitu- 
yendo el resto (-31,4 kJ/mol) una gran fuerza propulso- 
ra que empuja la reacción hacia la síntesis de ATP. La 
regulación de la piruvato quinasa se describe en el 
Capítulo 15. 


El balance global muestra una ganancia neta de ATP 


Podemos elaborar ahora un balance de la glucólisis en el 
que se dé cuenta (1) del destino del esqueleto carbona- 
do de la glucosa, (2) de la entrada de P, y ADP y pro- 
ducción de ATP, y (3) de la ruta de los electrones en las 
reacciones de oxidación-reducción. El primer miembro 
de la ecuación siguiente muestra todas las entradas de 
ATP, NAD*, ADP y P, (consulte la Fig. 14-2), mientras 
que el segundo miembro muestra todo lo que se produ- 
e (recuerde que la molécula de glucosa da lugar a dos 
i to): 


lucosa + 2ATP + 2NAD* + 4ADP + 2P, — 
2 piruvato + 2ADP + 2NADH + 2H* + 4ATP + 2H,0 


Si simplificamos los términos que son comunes a ambos 
lados de la ecuación, obtenemos la ecuación global de la 
glucólisis en condiciones aeróbicas: 


Glucosa + 2NAD” + 2ADP + 2P, ——> 
2 piruvato + 2NADH + 2H” + 2ATP + 2H,0 


Las dos moléculas de NADH formadas durante la glucó- 
lisis en el citosol son, en condiciones aeróbicas, reoxi- 
dadas a NAD* por transferencia de sus electrones a la 
cadena respiratoria que, en las células eucarióticas, 
está localizada en la mitocondria. La cadena de trans- 
porte electrónico pasa estos electrones a su destino 
final el O,: 


2NADH + 2H* + O, —> 2NAD” + 2H,0 


La transferencia de electrones desde el NADH al 02 en 
la mitocondria aporta la energía para la biosíntesis de 
ATP por fosforilación acoplada a la respiración (Capítu- 
lo 19). 

En el proceso glucolítico global, se convierte una 
molécula de glucosa en dos moléculas de piruvato (ruta 
del carbono). Dos moléculas de ADP y dos de P, se con- 
vierten en dos moléculas de ATP (ruta de los grupos 
fosforilo). Cuatro electrones, en forma de dos iones 
hidruro, se transfieren desde dos moléculas de gliceral- 
dehído 3-fosfato a dos de NAD* (ruta de los electrones). 


La giucolisis está sometida a una regulación estricta 


Durante sus estudios sobre la fermentación de la gluco- 
sa por la levadura Louis Pasteur descubrió que tanto la 
velocidad como la cantidad total de glucosa consumida 
eran mucho mayores en condiciones anaeróbicas que en 
condiciones aeróbicas. Estudios posteriores en el mús- 
culo pusieron de manifiesto la misma gran diferencia en 
la velocidad de la glucólisis en condiciones aeróbicas y 
anaeróbicas. La base bioquímica de este “efecto Pas- 
teur” está clara ahora. El rendimiento en ATP de la 
glucólisis en condiciones anaeróbicas (2 ATP por molé- 
cula de glucosa) es mucho menor que el de la oxidación 
completa de la glucosa a CO, en condiciones acróbicas 
(30 ó 32 ATP por molécula de glucosa; véase la Tabla 
19-5). Para conseguir la misma cantidad de ATP se ha 
de consumir unas 15 veces más glucosa en condiciones 
anaeróbicas que en condiciones aeróbicas, 

El flujo de glucosa a través de la ruta glucolítica 
está regulado con el objetivo de conseguir niveles casi 
constantes de ATP (así como el suministro adecuado de 
intermediarios glucolíticos que se necesitan para proce- 
sos biosintéticos). El ajuste necesario de la velocidad de 
glucólisis se consigue mediante una compleja influencia 
recíproca entre consumo de ATP, regeneración de 
NADH y regulación alostérica de varios enzimas glucolí- 
ticos, entre ellos hexoquinasa, PFK-1 y piruvato quinasa 
así como por fluctuaciones segundo a segundo de la 
concentración de metabolitos clave que reflejan el equi- 
librio celular entre la producción y el consumo de ATP. 
En una escala de tiempo ligeramente más larga, l 
cólisis está regulada por las hormonas T 3 
lina e insulina y por cambios en la Hiat 
genes de varios enzimas glucolíticos. Un caso de gran 
interés es el de la glucólisis aeróbica en tumores. El 
bioquímico alemán Otto Warburg fue el primero en 
observar, ya en 1928, que los tumores de casi todos los 
tipos tienen una glucólisis que funciona a una velocidad 
mucho mayor que en los otros tejidos incluso con un 
buen suministro de oxígeno. Este “efecto Warburg” es 
la base de diversos métodos de detección y tratamiento 
del cáncer (Recuadro 14-1}. 

Warburg, considerado por muchos como el bioquí- 
mico más preeminente de la primera mitad del siglo 
XX, aportó contribuciones básicas a muchas áreas de 
la bioquímica tales como la respiración, la fotosíntesis 
y la enzimología del metabolismo intermediario. En 
1930 Warburg y colaboradores empezaron la purifica- 
ción y cristalización de siete enzimas de la glucólisis. 
Desarrollaron una herramienta experimental que revo- 
lucionó los estudios bioquímicos del metabolismo oxi- 
dativo: el manómetro de Warburg, que medía directa- 
mente el consumo de oxígeno de los tejidos siguiendo 
los cambios en el volumen de gas permitiendo así la 
medida cuantitativa de cualquier enzima con actividad 
oxidasa. 

Formado en la química de los glúcidos en el labora- 
torio del gran Emil Fischer (que obtuvo el Premio 
Nobel de Química en 1902), el mismo Warburg obtuvo 
el Premio Nobel de Fisiología o Medicina en 1931. 
Diversos estudiantes y colegas de Warburg también 
consiguieron Premios Nobel: Otto Meyerhof[ en 1922, 
Hans Krebs y Fritz Lipmann en 1953 y Hugo Theorell 
en 1955. El laboratorio de Meyerhoff formó a Lipmann 
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y a otros galardonados con el Premio Nobel: Severo 
Ochoa (1959), André Lwoff (1965) y George Wald 
(1967). 


La captación de glucosa es deficiente en la diabetes 
mellitus tipo 1 


El metabolismo de la glucosa en los mamíferos 

está limitado por la velocidad de captación de 
glucosa por las células y su fosforilación por la hexoqui- 
nasa. En la captación de glucosa de la sangre interviene 
la familia de transportadores de glucosa GLUT (véase la 
Tabla 11-3). Los transportadores de los hepatocitos 
(GLUT1, GLUT2) y de las neuronas cerebrales (GLUT3) 
siempre están presentes en la membrana plasmática. 
Por el contrario, el principal transportador de glucosa 
en las células del músculo esquelético, músculo cardía- 
co y tejido adiposo (GLUT4) está secuestrado en 
pequeñas vesículas intracelulares y se desplaza a la 
membrana plasmática sólo en respuesta a una señal de 
insulina (Fig. 14-10). Ya discutimos este mecanismo de 
señalización de la insulina en el Capítulo 12 (véase la 
Fig. 12-20). Así, en el músculo esquelético, corazón y 
tejido adiposo, la captación y metabolismo de la glucosa 
depende de la liberación normal de insulina por las célu- 
las 8 pancreáticas en respuesta a niveles elevados de 
glucosa sanguínea (véase la Fig. 23-27). 

Los individuos con diabetes mellitus tipo 1 (tam- 
bién denominada diabetes dependiente de insulina) 
tienen demasiadas pocas células 8 con lo que no pueden 
liberar suficiente insulina para provocar la captación de 


) A TERN las células del músculo esquelético, corazón 
adiposo. Así, después de una comida rica en 


glúcidos la glucosa se acumula hasta niveles anormal- 
mente elevados en la sangre, condición conocida como 
hiperglucemia. Incapaz de captar la glucosa, el músculo 
y el tejido graso utilizan los ácidos grasos de los triacil- 
gliceroles almacenados como combustible principal. En 
el hígado, el acetil-CoA procedente de esta degradación 
de los ácidos grasos se convierte en “cuerpos cetónicos” 
(acetoacetato y S-hidroxibutirato) que se exportan y 
transportan a otros tejidos para su utilización como 
combustibles (Capítulo 17). Estos compuestos son de 
gran importancia para el cerebro que utiliza los cuerpos 
cetónicos como combustible alternativo cuando no hay 
glucosa a su disposición. (Los ácidos grasos no pueden 
pasar a través de la barrera hemato-encefálica por lo 
que no pueden utilizarse como combustible por las neu- 
ronas cerebrales). 

En la diabetes tipo 1 sm 
tratar, la sobreproducción de 
aceltoacetato y 4hidroxibutira- 
to conduce a su acumulación 
en la sangre y el consiguiente 
descenso del pH sanguíneo 
produce cetoacidosis, una 
situación que pone en peligro la 
vida. La inyección de insulina 
invierte esta secuencia de 
acontecimientos: GLUT4 se 
desplaza a las membranas plas- 
máticas de los adipocitos y 
hepatocitos, las células captan 
y fosforilan la glucosa y des- 


Otto Warburg, 1883-1970 
[Fuente: Science Photo 
library/Science source. ] 
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Glucólisis, gluconeogénesis y ruta de las pentosas fosfato 


RECUADRO 14-1 MEDICINA 


La alta velocidad de la glucólisis en los tumores sugiere 


dianas para la quimioterapia y facilita el diagnóstico 


En muchos tipos de tumores encontrados en el hombre 
y otros animales, la captación de glucosa y la glucólisis 
tienen lugar unas 10 veces más rápidamente que en los 
tejidos no cancerosos normales. La mayoría de células 
tumorales crecen en condiciones hipóxicas (es decir, 
con un suministro limitado de oxígeno) porque, al 
menos inicialmente, carecen de la red de capilares para 
el suministro suficiente de oxígeno. Las células cancero- 
sas que están localizadas a más de 100 a 200 ¿am de los 
capilares más próximos han de depender exclusivamen- 
te de la glucólisis (sin posterior oxidación del piruvato) 
para la mayor parte de su producción de ATP. El rendi- 
miento energético (2 ATP por glucosa) es mucho más 


bajo que el obtenido por la oxidación completa del 


piruvato a CO, en las mitocondrias (alrededor de 30 ATP 
por glucosa; Capítulo 19). Así, para producir la misma 
cantidad de ATP, las células tumorales han de captar 
mucha más glucosa que las células normales convirtién- 
dola en piruvato y a continuación en lactato a medida 
que reciclan el NADH. Es probable que dos pasos tem- 
pranos en la transformación de una célula normal en 
tumoral sean (1) el cambio a una dependencia de la 
glucólisis para la producción de ATP y (2) el desarrollo 
de una tolerancia al bajo pH en el fluido extracelular 
(debido a la liberación del producto final de la 
el ácido láctico). En general, cuanto ise Y 
tumor, mayor la velocidad de la glucólisis. 

Este aumento de la glucólisis se co 
menos en parte, por un aumento de la síntesis de los 
enzimas glucolíticos y de los transportadores de la 
membrana plasmática GLUT1 y GLUT3 (véase la Tabla 
11-3) que transportan glucosa al interior de las célu- 
las. (Recuerde que GLUT1 y GLUT3 no dependen de 
la insulina). El factor de transcripción inducible 
por la hipoxia (HIF-1) es una proteína que actúa a 
nivel de la síntesis de mRNA para estimular la produc- 
ción de al menos ocho enzimas glucolíticos y los trans- 
portadores de glucosa cuando el suministro de oxíge- 
no es limitado (Fig. 1). Con la alta velocidad de glucó- 
lisis resultante, la célula tumoral puede sobrevivir en 
condiciones anaeróbicas hasta que el suministro de 
vasos sanguíneos es adecuado al crecimiento del 
tumor. Otra proteína inducida por HIF-1 es la hormona 
peptídica VEGF (factor de crecimiento del endotelio 
vascular) que estimula el crecimiento de los vasos 
sanguíneos (angiogénesis) hacia el tumor. 


FIGURA 1 El metabolismo anaeróbico de la glucosa en las células 
tumorales produce mucho menos ATP (2 por glucosa) que la oxidación 
completa a CO, que tiene lugar en las células sanas en condiciones 
aeróbicas (-30 ATP por glucosa), con lo que una célula tumoral con- 
sume mucha más glucosa para producir la misma cantidad de ATP. En 
los tumores hay una sobreproducción de los transportadores de glu- 
cosa y de la mayoría de enzimas glucolíticos. Los compuestos que inhi- 
ben la hexoquinasa, glucosa 6-fostato deshidrogenasa o transcetolasa 
bloquean ta producción de ATP por la glucólisis privando, así, de ener- 
gía a la célula cancerosa matándola. 
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También hay pruebas de que la proteína supresora 
tumoral p53, que está mutada en muchos tipos de 
cáncer (véase la Sección 12.11), controla la síntesis y 
ensamblaje de proteínas mitocondriales esenciales 
para el paso de electrones al O,. Las células con p53 
mutante presentan defectos en el transporte electró- 
nico mitocondrial por lo que están forzadas a depen- 
der más fuertemente de la glucólisis para la produc- 
ción de ATP (Fig. 1). 

Esta mayor dependencia de los tumores, en com- 
paración con el tejido normal, respecto a la glucólisis 
sugiere una posibilidad de terapia anticancerosa: los 
inhibidores de la glucólisis podrían seleccionar y matar 
tumores al eliminar su suministro de ATP. Tres inhibi- 
dores de la hexoquinasa parecen prometedores como 
agentes quimioterápicos: 2-desoxiglucosa, lonidamina 
y 3-bromopiruvato. Al inhibir la formación de glucosa 
6-fosfato, estos compuestos no sólo privan a las células 
tumorales del ATP producido por glucólisis sino que 
también impiden la formación de pentosas fosfato vía 


captación de glucosa 
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["F]6-Fosfo-2-fluoro-2-desoxiglucosa 
(6-Fosfo-FdG) 


FIGURA 2 La fosforilación de 2-fluoro-2-desoxiglucosa marcada 
con F por la hexoquinasa atrapa el FdG en las células (en forma de 
6-fosfo-FdG), en donde su presencia se puede detectar por la emi- 


sión de positrones del £F 


la ruta de las pentosas fosfato, la cual también se inicia 
con glucosa 6-fosfato. Sin pentosas fosfato una célula 
no puede sintetizar los nucleótidos esenciales para la 
síntesis de DNA y RNA y así no puede crecer o dividir- 
se. Otro medicamento anticanceroso ya aprobado para 
su utilización clínica es el imatinib (Gleevec), descrito 
en el Recuadro 12-4. Inhibe una tirosina quinasa espe- 
cífica, impidiendo el aumento de la síntesis de hexo- 
quinasa normalmente desencadenado aquella 
nasa. El análogo de la tiamina, osadía, 

la acción de un enzima tipo transcet 

te la xilulosa 5-fosfato en gliceraldehído 3- ARA (Fig. 
1), se halla en ensayos preclínicos como fármaco anti- 
canceroso. 

La alta velocidad de la glucólisis en las células 
tumorales tiene también utilidad diagnóstica. Las tasas 
relativas a las que los tejidos captan la glucosa pueden 
utilizarse en algunos casos para señalar la localización 
de tumores. En la tomografía por emisión de positro- 


nes (PET), se inyecta a los individuos un análogo ino- 
cuo de la glucosa marcado isotópicamente que es 
captado pero no metabolizado por los tejidos. El com- 
puesto marcado es 2-fluoro-desoxi-glucosa (FdG) en 
el que el grupo hidroxilo en el C-2 de la glucosa ha sido 
sustituido por '*F (Fig. 2). Este compuesto se capta a 
través de los transportadores GLUT y es un buen sus- 
trato para la hexoquinasa, pero no se puede convertir 
en el intermedio enediol de la reacción de la fosfohe- 


OTAN (véase la Fig. 14-5) y, por tanto, se 
omo 6-fosfo-FdG. El grado de acumulación 


depende de la velocidad de captación y fosforilación 
que, tal como se ha mencionado anteriormente, es, 
típicamente, unas 10 o más veces superior en los 
tumores que en el tejido normal. La desintegración del 
F da positrones (dos por átomo de '*F) que se pue- 
den detectar por una serie de detectores sensibles 
colocados alrededor del cuerpo lo que permite la loca- 
lización precisa del 6-fosfo-FdG acumulado (Fig. 3). 


FIGURA 3 Detección de tejido canceroso por tomografía de emisión 
de positrones (PET). El paciente varón adulto ha sufrido eliminación 
quirúrgica de un cáncer de piel primario (melanoma maligno). La ima- 
gen de la izquierda, obtenida por tomografía computerizada de todo el 
cuerpo fescán CT), muestra la localización de los tejidos y huesos 
blandos. El panel central es un escán de PET después que el paciente 
haya ingerido 2-fluoro-2-desoxiglucosa marcada con *F (FdG). Las 
manchas oscuras indican regiones de elevada utilización de glucosa. 
Como era de esperar, el cerebro y la vejiga están marcados fuerte- 
mente (el cerebro porque utiliza la mayor parte de glucosa consumida 
por el cuerpo y la vejiga por que el 6-fosfo-FdG marcado con '*F se 
excreta en la orina), Cuando la intensidad de la marca en el escán de 
PET se traduce en color falso (la intensidad aumenta del verde al ama- 
rillo y al rojo) y se superpone la imagen con el escán de CT, la imagen 
fusionada (derecha) revela cáncer en los huesos de la columna supe- 
rior, en el higado y en algunas regiones del músculo, todo ello resultado 
de la propagación cancerosa del melanoma maligno primario fFuente: 
ISM/Phototake]. 
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FIGURA 14-10 Efecto de la diabetes tipo 1 sobre el metabolismo de 
glúcidos y grasas en un adipocito. Normalmente, la insulina desenca- 
dena la inserción de transportadores GLUT4 en la membrana plasmática 
por fusión de vesículas que contienen GLUT4 con la membrana. lo que 
permite la captación de glucosa de la sangre. Cuando disminuyen los 
niveles sanguíneos de insulina, GLUT4 vuelve a ser secuestrado en vesi- 
cultas por endocitosis. En la diabetes mellitus tipo 1 (dependiente de 
insulina), la inserción de GLUTA en las membranas, así como otros pro- 
cesos normalmente estimulados por la insulina, están inhibidos lo que se 
índica con una X. La falta de insulina impide la captación de glucosa vía 
GLUT4; la consecuencia es que las células se ven privadas de glucosa y 
la glucosa sanguinea está elevada. Carentes de glucosa para el suminis- 


cienden los niveles de glucosa sanguínea reduciéndose 
la producción de cuerpos cetónicos. 

La diabetes mellitus tiene profundos efectos sobre el 
metabolismo tanto de glúcidos como de grasas. Volvere- 
mos a este tema en el Capítulo 23, después de conside- 
rar el metabolismo de los lípidos (Capítulos 17 y 21). 5 


RESUMEN 14.1 Glucólisis 


HH La glucólisis es una ruta metabólica casi universal 
por la que una molécula de glucosa se oxida a dos molé- 
culas de piruvato conservando energía en forma de ATP 
y NADH. 

E Los 10 enzimas glucolíticos se hallan en el citosol, y 
los 10 intermediarios son compuestos fosforilados de 
tres o seis carbonos. 


tro de energía, los adipocitos degradan triacilglicerotes almacenados en 
gotículas de grasa y suministran los ácidos grasos resultantes a otros 
tejidos para la producción mitocondrial de ATP. Se acumulan dos pro- 
ductos colaterales de la oxidación de ácidos grasos en el hígado (acetoa- 
cetato y P$-hidroxibutirato, véase la p. 668) que se liberan a la sangre, 
proporcionando combustibile para el cerebro pero al mismo tiempo dis- 
minuyendo ef pH de la sangre, lo que produce cetoacidosis. La misma 
secuencia de acontecimientos tiene lugar en el músculo, excepto que los 
miocitos no almacenan triacilgliceroles; por el contrario captan ácidos 
grasos liberados por los adipocitos a la sangre. (Los detalles de la señali- 
zación de la insulina se discuten en la Sección 12.4). 


E En la fase preparatoria de la glucólisis, se invierte 
ATP para convertir la glucosa en fructosa 1,6-bisfosfato. 
A continuación se rompe el enlace entre C-3 y C-4 
dando dos moléculas de triosa fosfato. 

E En la fase de beneficios cada una de las dos molé- 
culas de gliceraldehído 3-fosfato derivadas de la gluco- 
sa se oxidan en C-1; la energía de esta reacción de 
oxidación se conserva en forma de un NADH y dos ATP 
por triosa fosfato oxidada. La ecuación neta del proce- 
so global es: 


Glucosa + 2NAD* + 2ADP + 2P, — 
2 piruvato + 2NADH + 2H* + 2ATP + 2H,0 


14.2 Rutas alimentadoras de la glucólisis 
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=E La glucólisis está regulada de forma muy estricta en 
coordinación con otras rutas productoras de energía 
para asegurar un suministro constante de ATP. 

Mi En la diabetes tipo 1, la captación defectuosa de 
glucosa por los tejidos muscular y adiposo tiene impor- 
tantes efectos sobre el metabolismo de glúcidos y 
grasas. 


14.2 Rutas alimentadoras 
de la glucólisis 


Un gran número de glúcidos, aparte de la glucosa, entran 
en último término en la glucólisis, después de ser trans- 
formados en uno de los intermediarios glucolíticos. Los 
más significativos son los polisacáridos de almacenamien- 
to glucógeno y almidón, ya sea de dentro de las células 
(endógenos) u obtenidos de la dieta; los disacáridos 
maltosa, lactosa, trehalosa y sacarosa y los monosacári- 
dos fructosa, manosa y galactosa (Fig. 14-11). 


Los polisacáridos y disacáridos de la dieta se hidrolizan 

a monosacáridos 

Para la mayoría de los humanos, el almidón es la princi- 
pal fuente de glúcidos en la dieta (Fig. 14-11). La diges- 
tión comienza en la boca, donde la a:-amilasa de la 
saliva hidroliza las uniones glucosídicas internas 
(al —4) del almidón, dando lugar a fragmentos cortos 


xosas de la dieta en la fase preparatoria de la glu- 


de polisacáridos u oligosacáridos. (Observe que en esta 
reacción de hidrólisis, la especie atacante es el agua y 
no el P). En el estómago, la a-amilasa de la saliva es 
inactivada por el pH bajo, pero una segunda forma de 
a-amilasa, secretada por el páncreas al intestino delga- 
do, continúa el proceso de degradación. La a-amilasa 
pancreática da lugar principalmente a maltosa y malto- 
triosa (los di- y trisacáridos de la glucosa) y oligosacári- 
dos llamados dextrinas límite, fragmentos de amilopec- 
tina que contienen puntos de ramificación (a:1—-6). La 
maltosa y las dextrinas son degradadas a glucosa por 
enzimas de las microvellosidades intestinales (los 
microvilli en forma de dedo de las células del epitelio 
intestinal, que aumentan en gran medida la superficie 
intestinal). El glucógeno de la dieta tiene básicamente 
la misma estructura que el almidón, siguiendo el mismo 
proceso de digestión. 

Tal como se observó en el Capítulo 7, la mayoría de 
animales no pueden digerir la celulosa por falta del enzi- 
ma celulasa que ataca los enlaces glucosídicos (81—-4) 
de la celulosa. En los rumiantes, el estómago extendido 
incluye una cámara en la que microorganismos simbió- 
ticos degradan la celulosa a moléculas de glucosa. Estos 
microorganismos utilizan la glucosa resultante en una 
fermentación anaeróbica que produce grandes cantida- 
des de propionato. El propionato sirve como material de 
partida de la gluconeogénesis que da lugar a gran parte 
de la lactosa de la leche. 
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El glucógeno y el almidón endógenos se degradan 
mediante fosforólisis 


El glucógeno almacenado en los tejidos animales (prin- 
cipalmente el hígado y el músculo esquelético), en 
microorganismos o en tejidos vegetales se pueden 
movilizar para su uso dentro de la propia célula median- 
te una reacción fosforolítica catalizada por la glucóge- 
no fosforilasa (almidón fosforilasa en los vegetales) 
(Fig. 14-12). Estos enzimas catalizan un ataque por el 
P, sobre el enlace glucosídico («w1—4) que une los dos 
últimos residuos de glucosa en un extremo no reductor 
generando glucosa 1-fosfato y un polímero una unidad 
de glucosa más corto. En la fosforólisis, se conserva 
parte de la energía del enlace glucosídico en el éster 
fosfato, glucosa 1-fosfato. La glucógeno fosforilasa (o la 
almidón fosforilasa) actúa repetitivamente hasta que 
alcanza un punto de ramificación (a1—6) (véase la Fig. 
7-13) en donde se detiene su acción. Un enzima des- 
ramificante elimina las ramificaciones. Los mecanis- 
mos y control de la degradación del glucógeno se des- 
criben detalladamente en el Capítulo 15. 

La glucosa 1-fosfato producida por la glucógeno 
fosforilasa se convierte en glucosa 6-fosfato por la fos- 
foglucomutasa, que cataliza la reacción reversible 


Glucosa 1-fosfato == glucosa 6-fosfato 


La fosfoglucomutasa utiliza esencialmente el mismo 
mecanismo que la fosfoglicerato mutasa (Fig. 14-9): en 
ambas se produce un intermedio bisfosfato y el enzima 
se fosforila transitoriamente en cada ciclo cafáfítico. El 
término general mutasa se utiliza con los e A 7 
catalizan la transferencia de un grupo funciona 
una posición a otra en la misma molécula. Las mutasas 
son una subclase de las isomerasas, enzimas que inter- 
convierten estereoisómeros o isómeros estructurales o 
posicionales (véase la Tabla 6-3). La glucosa 6-fosfato 
formada en la reacción de la fosfoglucomutasa puede 
entrar en la glucólisis o en otra vía tal como la de las 
pentosas fosfato, descrita en la Sección 14.5. 


EJEMPLO PRÁCTICO 14-1 Ahorro de energía en 
la degradación del glucógeno 
por fosforólisis 
Calcule el ahorro energético (en moléculas de ATP por 
monómero de glucosa) conseguido en la degradación 
del glincógeno por fosforólisis frente a la hidrólisis 
para empezar el proceso de la glucólisis. 


Solución: La fosforólisis produce una glucosa fosforilada 
(glucosa 1-fosfato), que se convierte a continuación en 
glucosa 6-fosfato, sin gasto de la energía celular (1ATP) 
necesaria para la formación de glucosa 6-fosfato a partir 
de glucosa libre. Así, sólo se consume 1 ATP por monó- 
mero de glucosa en la fase preparatoria, en compara- 
ción con los 2 ATP cuando la glucólisis comienza con 
glucosa libre. La célula gana, por tanto, 3 ATP por 
monómero de glucosa (4 ATP producidos en la fase de 
beneficios menos 1 ATP utilizado en la fase preparato- 
ria), en lugar de 2, lo que significa el ahorro de 1 ATP 
por monómero de glucosa. 
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FIGURA 14-12 Degradación del glucógeno intracelular por la glucó- 
geno fosforilasa. £l enzima cataliza el ataque por fosfato inorgánico 
(rosa) sobre el residuo glucosilo termina! (azul) en el extremo no reduc- 
tor de una molécula de glucógeno liberando glucosa ł-tosfato y gene- 
rando una molécula de glucógeno con un residuo de glucosa menos. La 
reacción es una fosforólisis (no hidrólisis). 


La degradación de los polisacáridos de la dieta tales 
YE ¡Ni o y el almidón en el tracto gastrointes- 
mal pe lisis y no por hidrólisis no produciría 

ahorro energético: los azúcares fosfato no se transportan 

al interior de las células que recubren el intestino sino 

que se han de desfosforilar previamente a azúcar libre. 
Los disacáridos no pueden entrar en las células sin 

haber sido previamente hidrolizados a monosacáridos. 

Los disacáridos y dextrinas intestinales son hidrolizados 

por enzimas unidos a la superfície externa de las células 

del epitelio intestinal: 


Dextrina + nHO  ————— n p-glucosa 


UT 
Maltosa + H,O 


2 D-glucosa 


ml A 


Lactosa + H,O ———— D-galactosa + D-glucosa 


Sacarosa + HO  —————.D-fructosa + D-glucosa 


Salsas 


Trehalosa + H,O 2 D-glucosa 


trehalosa 

Los monosacáridos así formados se transportan activa- 
mente al interior de las células epiteliales (véase la Fig. 
11-41), desde las que pasan a la sangre siendo transpor- 
tados a diversos tejidos. Allí son fosforilados y canaliza- 
dos hacia la secuencia glucolítica. 

La intolerancia a la lactosa, frecuente entre 

los adultos de la mayoría de razas humanas con 
excepción de los habitantes del norte de Europa y algu- 
nas partes de África, se debe a la desaparición después 
de la infancia de la mayor parte o de toda la actividad 
lactasa de las células del epitelio intestinal. Sin lactasa 
intestinal la lactosa no puede ser digerida y absorbida 
completamente en el intestino delgado y pasa al intesti- 
no grueso donde es convertida por las bacterias en 
productos tóxicos que causan espasmos abdominales y 


diarrea. El problema se complica aún más porque la 
lactosa no digerida y sus metabolitos aumentan la osmo- 
laridad del contenido del intestino lo que favorece la 
retención de agua en el intestino. En muchas partes del 
mundo en las que la intolerancia a la lactosa es frecuen- 
te, los adultos dejan de ingerir leche como alimento, 
aunque se pueden encontrar comercialmente en algu- 
nos países productos lácteos digeridos con lactasa. En 
ciertas enfermedades humanas faltan todas o gran parte 
de las disacaridasas intestinales. En estos casos se ali- 
vian a veces los problemas digestivos desencadenados 
por los disacáridos intestinales mediante una dieta con- 
trolada. E 


Otros monosacáridos pueden entrar en diferentes puntos 
de la ruta glucolítica 


En la mayoría de organismos otras hexosas aparte de la 
glucosa pueden entrar en la glucólisis después de ser 
transformadas en un derivado fosforilado. La -fructosa 
presente en su forma libre en muchas frutas y formada 
en la hidrólisis de la sacarosa en el intestino delgado de 
los vertebrados, puede ser fosforilada por la hexo- 
quinasa: 

Fructosa + ATP e, fructosa 6-fosfato 
En los músculos y riñón ésta es una ruta importante de 
entrada de la fructosa en la glucólisis. En el hígado, la 
fructosa entra por una ruta diferente. El enzima hepáti- 
co fructoquinasa cataliza la fosforilación de la fru 
sa, no en el C-6 sino en el €-1: Cop 


Fructosa + ATP e, fructosa 1-fosfato 


La fructosa 1-fosfato se rompe a continuación formando 
gliceraldehíido y dihidroxiacetona fosfato por la fructo- 
sa 1-fosfato aldolasa: 


Poo 
= 
'CH,0PO3 CH¿0H 
5 | Dihidroxtacetonafostato 
“¿(=0 
al 
HOCH + 
a —— T 
HCOH fructosa 1-fosfato | 
s| alcolasa C=0 
HCOH | 
6! HCOH 
Fructosa 1-tosfato CH¿OH 


Gliceraldehido 


La dihidroxiacetona fosfato se convierte en gliceraldehí- 
do 3-fosfato por el enzima glucolítico triosa fosfato iso- 
merasa. El gliceraldehído es fosforilado por el ATP y la 
triosa quinasa a gliceraldehído 3-fosfato: 


Gliceraldehído + ATP 2 gliceraldehido 3-fosfato + ADP 


De este modo los dos productos de la hidrólisis de la 

fructosa 1-fosfato entran en la vía glucolítica en forma 

de gliceraldehído 3-fosfato. 

La b-galactosa, un producto de la hidrólisis del 
disacárido lactosa (azúcar de la leche), pasa por 

la sangre del intestino al hígado en donde se fosforila 
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primeramente en C-1 a expensas del ATP por la acción 
del enzima galactoquinasa: 


Galactosa + ATP — galactosa 1-fosfato + ADP 


La galactosa 1-fosfato se convierte seguidamente en su 
epímero en C-4 glucosa 1-fosfato mediante un conjunto 
de reacciones en las que la uridina difosfato (UDP) 
funciona como un transportador de tipo coenzimático 
de grupos hexosa (Fig. 14-13). La epimerización 
implica primero la oxidación del grupo -OH en C-4 a 
una cetona, a continuación la reducción de la cetona a 
un —OH con inversión de la configuración en C-4. El 


Galactosa 
ATP 


NAD* UDP-glucosa 
4-epimerasa 


NADH + Ht 
o” 


UDP-glucosa 


FIGURA 14-13 Conversión de la galactosa en glucosa 1-fosfato. La 
conversión transcurre a través de un derivado azúcar-nucleótido, 
UDP-galactosa, que se forma cuando la galactosa-1-fostato desplaza la 
glucosa -fosfato de la UDP-glucosa. La UDP-galactosa se convierte 
seguidamente en UDP-glucosa por la UDP-glucosa 4-epimerasa en una 
reacción que implica la oxidación del C-4 (rosa) por el NAD* y, a conti- 
nuación, la reducción del C-4 por el NADH; el resultado es la inversión 
de la configuración en C-4. La UDP-glucosa se recicla a través de otra 
vuelta de la misma reacción. El efecto neto de este ciclo es la conversión 
de la galactosa 1-fosfato en glucosa 1-fostato; no hay producción o con- 
sumo neto de UDP-galactosa o UDP-glucosa. 
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NAD es el cofactor tanto para la oxidación como para la 
reducción. 

Un defecto en cualquiera de los tres enzimas produ- 
ce galactosemia en los humanos. En la galactosemia 
por deficiencia de galactoquinasa, se encuentran con- 
centraciones elevadas de galactosa en la sangre y en la 
orina. Los recién nacidos desarrollan cataratas debido al 
depósito de galactitol, un metabolito de la galactosa, en 
el cristalino. 


CHOH 
D-Galactitol 


Los demás síntomas en esta enfermedad son relativa- 
mente suaves y una limitación estricta de la galactosa 
en la dieta disminuye notablemente su gravedad. 

La galactosemía debida a déficit de transferasa es 
más grave; se caracterizada por poco crecimiento en los 
niños, anomalías del habla, deficiencia mental y lesión 
hepática que puede ser fatal, incluso cuando se suprime 
la galactosa de la dieta. La galactosemia debida a déficit 
de epimerasa conduce a síntomas similares pero es 
menos grave cuando se controla cuidadosamente la 
galactosa de la dieta. Y 

La p-manosa liberada de la digestión de 
polisacáridos y glucoproteínas presentes en el ali 
puede ser fosforilada en C-6 por la hexoquinása” 


Manosa + ATP Se, manosa 6-fosfato + ADP 


La manosa 6-fosfato se isomeriza por la acción de la 
fosfomanosa isomerasa, dando fructosa 6-fosfato que 
es un intermediario de la glucólisis. 


RESUMEN 14.2 Rutas que alimentan la glucólisis 


E El glucógeno y el almidón endógenos, las formas 
de almacenamiento de la glucosa, entran en la glucó- 
lisis en un proceso de dos pasos. La rotura fosforolíti- 
ca de un residuo de glucosa de un extremo del políme- 
ro que forma glucosa l-fosfato es catalizada por la 
glucógeno fosforilasa o la almidón fosforilasa. A conti- 
nuación la fosfoglucomutasa convierte la glucosa 
l-fosfato en glucosa 6-fosfato que puede entrar en la 
glucólisis. 

© Los polisacáridos y disacáridos ingeridos se convier- 
ten en monosacáridos por acción de enzimas hidrolfti- 
cos del intestino y, a continuación, los monosacáridos 
entran en las células intestinales y se transportan al 
hígado o a otros tejidos. 

MM Diversas D-hexosas, entre ellas fructosa, galactosa y 
manosa, se pueden canalizar hacia la glucólisis. Cada 
una es fosforilada y a continuación se convierte en glu- 
cosa 6-fosfato o en fructosa 6-fosfato. 

MW La conversión de galactosa 1-fosfato en glucosa 
1-fosfato se hace a través de dos intermediarios que 
son derivados de nucleótidos: UDP-galactosa y 
UDP-glucosa. Defectos genéticos en cualquiera de los 


tres enzimas que catalizan la conversión de galactosa 
en glucosa 1-fosfato son causa de galactosemias de 
gravedad variable. 


14.3 Destinos del piruvato en 
condiciones anaeróbicas: fermentación 


En condiciones aeróbicas el piruvato formado en el últi- 
mo paso de la glucólisis se oxida a acetato (acetil-CoA), 
el cual entra en el ciclo del ácido cítrico y se oxida a CO, 
y H,O. El NADH formado por la deshidrogenación del 
gliceraldehído 3-fosfato se reoxida finalmente a NAD* 
mediante el paso final de sus electrones al O, en el pro- 
ceso de la respiración mitocondrial. No obstante, en 
condiciones de hipoxia (baja concentración de oxíge- 
no), como en los múseulos esqueléticos muy activos, en 
las plantas sumergidas, en tumores sólidos o en las 
bacterias del ácido láctico, el NADH generado en la glu- 
cólisis no puede ser reoxidado por el O,. La incapacidad 
para regenerar NAD” dejaría a la célula sin aceptor de 
electrones para la oxidación del gliceraldehído 3-fosfa- 
to, con lo que se detendrían las reacciones de la glucó- 
lisis que producen energía. Por tanto, se ha de regene- 
rar el NAD* de forma diferente. 

Las primeras células vivieron en una atmósfera casi 
sin oxígeno, por lo que tuvieron que desarrollar estrate- 
gias para obtener energía a partir de moléculas de com- 
bustible en condiciones anaeróbicas. La mayoría de los 
organismos modernos han mantemido la capacidad de 
egenerar contmuamente el NAD* durante la glucólisis 

; j medio de la transferencia de los electro- 
AONADH para formar un producto final redu- 


Cido tal como el lactato o el etanol. 


El piruvato es el aceptor electrónico terminal 
en la fermentación láctica 


Cuando a los tejidos animales no se les puede suminis- 
trar oxígeno suficiente para mantener la oxidación aeró- 
bica del piruvato y del NADH producidos en la glucóli- 
sis, el NAD* se regenera a partir del NADH mediante la 
reducción del piruvato a lactato. Tal como ya se ha 
mencionado anteriormente ciertos tejidos y tipos celu- 
lares (tales como los eritrocitos que no tienen mitocon- 
drias y, por tanto, no pueden oxidar el piruvato a CO,) 
producen lactato a partir de la glucosa incluso en condi- 
ciones aeróbicas. La reducción del piruvato en esta ruta 
está catalizada por la lactato deshidrogenasa, que 
forma el isómero L del lactato a pH 7: 


“a /© NADH + H* “a y. 
| NAD+ 
lactato 

CH3 deshidrogenasa CH 
Piruvato i-Lactato 


AG” = —25.1 kJ/mol 


El equilibrio global de esta reacción favorece fuer- 
temente la formación de lactato, tal como se demues- 
tra por la gran variación negativa de la energía libre 
estándar. 

En la glucólisis la deshidrogenación de las dos 
moléculas de gliceraldehído 3-fosfato procedentes de 
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cada molécula de glucosa transforma dos moléculas de 
NAD* en dos de NADH. Debido a que la reducción de 
dos moléculas de piruvato a dos de lactato regenera dos 
moléculas de NAD*, no hay cambio neto de NAD* o de 
NADH: 


Glucosa 


2NAD? 


2NADH 

2 Piruvato 2 Lactato 
El lactato formado por músculos esqueléticos activos (o 
por eritrocitos) puede reciclarse; se transporta por la 
sangre al hígado en donde se convierte en glucosa 
durante la recuperación de la actividad muscular vigo- 
rosa. Cuando se produce lactato en grandes cantidades 
durante la contracción muscular vigorosa (durante un 
sprint, por ejemplo), la acidificación resultante de la 
ionización del ácido láctico en el músculo y en la sangre 
limita los períodos de actividad enérgica. Los atletas 
mejor preparados no pueden esprintar a velocidad lími- 
te durante más de un minuto (Recuadro 14-2). 

Aunque hay dos pasos de oxidación-reducción en 
la conversión de la glucosa en lactato, no hay cambio 
neto en el estado de oxidación del carbono; en la glu- 
cosa (C,H,,0,) y en el ácido láctico (C,¿H,0.), la pro- 
porción H:C es la misma. No obstante, se ha extraído 
parte de la energía de la molécula E 
conversión a lactato, suficiente para 
to neto de dos moléculas de ATP por cada els 
glucosa consumida. Fermentación es el término 
general para este tipo de procesos que extraen energía 
(en forma de ATP) pero que no consumen oxígeno o 
cambian las concentraciones de NAD* o NADH. Las 
fermentaciones son debidas a una variedad muy eleva- 
da de organismos, muchos de los cuales ocupan nichos 
anaeróbicos, formando una gran variedad de productos 
finales de los que algunos pueden ser utilizados comer- 
cialmente. 


El etanol es el producto reducido en la fermentación 
alcohólica 


La levadura y otros microorganismos fermentan la glu- 
cosa a etanol y CO,, en lugar de formar lactato. La glu- 
cosa se convierte en piruvato durante la glucólisis y el 
piruvato se transforma en etanol y CO, en un proceso de 
dos pasos. 


| CO; NADH + H* 
TPP. H NAD* OH 
mg") e | $ | 
T poudin E [AO CH, 
CH3 a CH3 deshidrogenasa CH, 
Piruvato Acetaldehído Etanol 


En el primer paso, el piruvato se descarboxila en una 
reacción irreversible catalizada por la piruvato des- 
carboxilasa. Esta reacción es una descarboxilación 
simple que no supone la oxidación neta del piruvato. La 
piruvato descarboxilasa necesita Mg** y tiene un coenzi- 
ma unido muy fuertemente, la tiamina pirofosfato, que 


Acetaldehido 


P T Je: e 
H 
4 
K i 
NH) +  —CHy-C-—0H 


+ 
N H 
+ 
WAD i Ethanol 


FIGURA MECANISMO 14-14 Reacción de la alcohol deshidroge- 
nasa. 


se describe con mayor detalle más adelante. En el 
segundo paso, el acetaldehído se reduce a etanol a tra- 
vés de la acción de la alcohol deshidrogenasa median- 
te el poder reductor proporcionado por el NADH proce- 
dente de la deshidrogenación del gliceraldehído 3-fosfa- 
to. Esta reacción es un caso bien estudiado de transfe- 
rencia de hidruro a partir del NADH (Fig. 14-14). Por 
lo tanto, los productos finales de la fermentación alco- 
el etanol y el CO, y la ecuación global es: 


Glucosa + ZADP + ZP. —— 2 etanol + 200, + 24TP + 2H,O 


Al igual que en la fermentación del ácido láctico no hay 
cambio neto en la razón de átomos de hidrógeno a áto- 
mos de carbono cuando se fermenta la glucosa, (razón 
H:C = 12/6 = 2) a dos etanol y dos CO, (razón combina- 
da H:C = 12/6 = 2). En todas las fermentaciones la 
razón H:C de los reactivos y los productos permanece 
inalterada. 

La piruvato descarboxilasa se encuentra en las leva- 
duras de cerveza y de panificación (Saccharomyces 
cerevisiae) y en todos los organismos que dan lugar a 
la fermentan glucosa a etanol, entre ellos algunas plan- 
tas. El CO, producido por la descarboxilación del piru- 
vato en la levadura de cerveza es el responsable de la 
gasificación característica del champán. En el antiguo 
arte de la producción de cerveza intervienen diversos 
procesos enzimáticos aparte de las reacciones de la fer- 
mentación alcohólica (Recuadro 14-3). En la panifica- 
ción, el CO, liberado por la piruvato descarboxilasa 
cuando se mezcla la levadura con un azúcar fermenta- 
ble hace que suba la masa. Este enzima está ausente de 
los tejidos de los vertebrados y de otros organismos que 
llevan a cabo la fermentación del ácido láctico. 

La alcohol deshidrogenasa está presente en muchos 
organismos que metabolizan etanol, entre ellos el hom- 
bre. En el hígado cataliza la oxidación del etanol, ya sea 
el ingerido o el producido por los microorganismos 
intestinales con la reducción concomitante del NAD* a 
NADE. En este caso la reacción transcurre en la direc- 
ción opuesta a la que se da en la producción de etanol 
por la fermentación. 
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RECUADRO 14-2 


de 0 "i 10 eno 


Atletas, caimanes y celacantos: la glucólisis en condiciones limitantes 


La mayoría de vertebrados son organismos esencial- 
mente aeróbicos; convierten la glucosa en piruvato 
mediante la glucólisis, a continuación oxidan el piru- 
vato completamente a CO,, y H,O utilizando el oxíge- 
no molecular. El catabolismo anaeróbico de la glucosa 
a lactato tiene lugar durante cortas acciones de acti- 
vidad muscular extrema, por ejemplo en un sprint de 
100 m, durante el cual no se puede transportar oxíge- 
no al músculo de forma suficientemente rápida para 
oxidar el piruvato. En su lugar los músculos usan la 
glucosa almacenada (glucógeno) como combustible 
para generar ATP por fermentación, con lactato como 
producto final. En un sprint, el lactato sanguíneo 
aumenta hasta concentraciones elevadas y vuelve a 
convertirse lentamente en glucosa por gluconeogéne- 
sis en el hígado en el posterior período de descanso o 
de recuperación. En este período el oxígeno se consu- 
me a un ritmo que disminuye gradualmente hasta que 
la respiración vuelve a ser normal. El exceso de oxí- 
geno consumido durante el período de recuperación 
representa el pago de la deuda de oxígeno. Ésta es la 
cantidad de oxígeno que se precisa para suministrar 
ATP para la gluconeogénesis durante la recuperación 
de la respiración a fin de regenerar el glucógeno 
“tomado en préstamo” del hígado y músculo para ile- 
var a cabo la intensa actividad muscular def'a 
ciclo de reacciones en el que se incluye la 
de glucosa en lactato en el músculo y la conve 
lactato en glucosa en el hígado se denomina ciclo de 
Cori, en honor de Carl y Gerty Cori, cuyos estudios en 
las décadas de 1930 y 1940 clarificaron la ruta y su 
papel (véase el Recuadro 15-4). 

Los sistemas circulatorios de muchos vertebrados 
pequeños pueden transportar oxígeno a sus músculos 
con suficiente rapidez para evitar el tener que usar el 
glucógeno muscular anaeróbicamente. Por ejemplo, 
las aves migratorias acostumbran a cubrir grandes 
distancias a alta velocidad sin descanso y sin provocar 
una deuda de oxígeno. Muchos animales corredores 
de tamaño moderado también mantienen un metabo- 
lismo esencialmente aeróbico en su musculatura 
esquelética. Pero en los animales grandes, hombre 
incluido, el sistema circulatorio no puede mantener 
completamente el metabolismo aeróbico de los mús- 
culos esqueléticos durante períodos largos de activi- 
dad muscular intensa. Estos animales acostumbran a 
moverse lentamente en circunstancias normales y 
sólo realizan actividades musculares intensas en las 
emergencias más graves, dado que tales explosiones 
de fuerte actividad requieren largos períodos de recu- 
peración para cancelar la deuda de oxígeno. 

Los caimanes y cocodrilos, por ejemplo, son nor- 
malmente animales perezosos y apáticos. No obstante, 
cuando se les provoca, son capaces de cargas rápidas 
fulminantes y de peligrosos latigazos con sus colas 
poderosas. Estas explosiones intensas de actividad 
son cortas y han de ir seguidas de largos períodos de 
recuperación. Los rápidos movimientos de emergencia 


requieren fermentación a ácido láctico para generar 
ATP en los músculos esqueléticos. Los depósitos de 
glucógeno musculares se gastan rápidamente en la 
actividad muscular intensa y el lactato alcanza con- 
centraciones muy elevadas en los miocitos y en el 
fluido extracelular. Mientras que un atleta entrenado 
puede recuperarse de un sprint de 100 m en 30 minu- 
tos o menos, un caimán puede necesitar muchas horas 
de descanso y consumo extra de oxígeno para eliminar 
el exceso de lactato de su sangre y regenerar el glucó- 
geno muscular después de una actividad violenta. 

Otros animales grandes, tales como los elefantes 
y los rinocerontes, tienen características metabólicas 
similares lo mismo que los mamíferos buceadores 
tales como las ballenas y las focas. Los dinosaurios y 
otros grandes animales actualmente extinguidos pro- 
bablemente tenían que depender de la fermentación 
a lactato para el suministro de energía para la activi- 
dad muscular, seguida de períodos de recuperación 
muy largos en los que eran vulnerables al ataque por 
depredadores más pequeños pero mejor capacitados 
para utilizar oxígeno y por lo tanto, mejor adaptados 
a una actividad muscular continua y sostenida. 

Las exploraciones marinas en aguas abisales han 
descubierto la existencia de muchas especies en las 


o es casi nula. Por ejemplo, el cela- 
, Un gran pez que vive a profundidades 
de 4.000 m o más en zonas cercanas a la costa sudafri- 
cana, tiene un metabolismo esencialmente anaeróbico 
en todos sus tejidos. Convierte glúcidos en lactato y 
otros productos, la mayoría de los cuales han de ser 
excretados. Algunos vertebrados marinos fermentan 
la glucosa a etanol y CO, con el fin de obtener ATP. 
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La tiamina pirofosfato transporta grupos 
“aldehido activos” 


Y La reacción de la piruvato descarboxilasa repre- 
senta nuestro primer contacto con la tiamina 
pirofosfato (TPP) (Fig. 14-15), coenzima que pro- 
viene de la vitamina B,. La ausencia de vitamina B, en la 
dieta humana lleva a la enfermedad conocida como 
beriberi caracterizada por una acumulación de fluidos 
corporales (hinchamiento), dolor, parálisis y en último 
término muerte, Ml 

La tiamina pirofosfato juega un papel importante en 
la rotura de enlaces adyacentes a un grupo carbonilo, 
tales como la descarboxilación de los a-cetoácidos, y en 
reordenamientos químicos en los que hay transferencia 
de un grupo aldehído activado desde un átomo de car- 
bono a otro (Tabla 14-1). La parte funcional del TPP, el 
anillo de tiazolio, tiene un protón en C-2 relativamente 
ácido. La pérdida de este protón produce un carbanión 
que es la especie activa en las reacciones dependientes 


(b) 
| aldehido 
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Hidroxietil tiamina pirofosfato 


FIGURA MECANISMO 14-15 Tiamina pirofosfato (TPP) 
y su papel en la descarboxilación del piruvato. (a) E! TPP es 
la forma coenzimática de la vitamina B. (tiamina) El átomo 
de carbono reactivo en el anillo de tiazotio del TPP se mues- 
tra en rojo. En la reacción catalizada por la piruvato descar- 
boxilasa, se transportan transitoriamente dos de los tres car- 
bonos del piruvato sobre e! TPP en forma de grupo 
hidroxietilo, o * acetaldehído activo” (b), que es liberado a 
continuación como acetaldehído. (c) El anillo de tiazolio del 
TPP estabiliza los intermedios carbanión al proporcionar una 
estructura electrofílica (deficiente en electrones) en la que 
los electrones del carbanión pueden deslocalizarse por reso- 
nancia. A las estructuras con estas propiedades se las llama 
frecuentemente “sumideros de electrones” y juegan un papel 
en muchas reacciones bioquímicas; en este caso facilita la 
rotura de un enlace carbono-carbono. 


de TPP (Fig. 14-15). El carbanión se adiciona fácilmen- 
te a grupos carbonilo, con lo que el anillo de tiazolio 
está, de este modo, en situación para actuar como 
“sumidero electrónico” que facilita en gran manera 
reacciones tales como la descarboxilación catalizada 
por la piruvato descarboxilasa. 


Algunas fermentaciones microbianas dan lugar a algunos 
alimentos comunes y productos químicos industriales 


Hace milenios que nuestros antepasados aprendieron a 
utilizar las fermentaciones en la producción y conserva- 
ción de alimentos. Ciertos microorganismos presentes 
en los productos alimenticios crudos fermentan los 
glúcidos y dan lugar a productos metabólicos que dan a 
los alimentos sus formas, texturas y gustos característi- 
cos. El yogur, ya conocido en los tiempos bíblicos, se 
produce cuando la bacteria Lactobacillus bulgaricus 
fermenta los azúcares de la leche produciendo ácido 
láctico; el correspondiente descenso de pH hace que 
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RECUADRO 14-3 


Fermentaciones alcohólicas: elaboración de la cerveza 


y producción de biocombustibles 


La elaboración de la cerveza fue una ciencia que la 
humanidad aprendió en épocas tempranas y que des- 
pués refinó para su producción en gran escala. La 
cerveza se prepara por fermentación etanólica de los 
glúcidos presentes en los granos (semillas) de cerea- 
les tales como la cebada por parte de enzimas gluco- 
líticos de la levadura. Los glúcidos, básicamente 
polisacáridos, deben ser previamente degradados a 
di y monosacáridos. En un proceso denominado mal- 
teado se deja que las semillas de cebada germinen 
hasta que forman los enzimas hidrolíticos requeridos 
para degradar sus polisacáridos, momento en el que 
se detiene la germinación mediante calefacción con- 
trolada. El producto es la malta, la cual contiene 
enzimas que catalizan la hidrólisis de los enlaces Y de 
la celulosa y otros polisacáridos de la pared celular de 
las cáscaras de cebada, además de enzimas tales 
como la a-amilasa y la maltasa. 

En el siguiente paso el cervecero prepara el 
mosto, que es el medio nutriente necesario para la 
| posterior fermentación por las células de levadura. 
La malta se mezcla con agua y se tritura. Esto permi- 
| te que los enzimas formados durante el proceso de 
malteado actúen sobre los polisacáridos del cereal 
formando maltosa, glucosa y otros azúcares sencillos 
solubles en el medio acuoso. La materia 
tante se separa seguidamente y el líquidos 
con lúpulo para darle sabor. A continuación 
se enfría y se airea. 

Se añaden ahora las células de levadura. En el 
caldo aeróbico las levaduras crecen y se reproducen 
muy rápidamente, utilizando energía de los azúcares 
presentes. En esta fase no se 
forma etanol debido a que la 
levadura, con amplio suminis- 
tro de oxígeno, oxida el piru- 
vato formado por la glucólisis 
a CO, y H,O vía ciclo del ácido 
cítrico. Cuando se ha consu- 
mido todo el oxígeno disuelto 
del recipiente, las células de 
levadura pasan a metabolizar 
el azúcar de forma anaeróbi- 
ca. A partir de este punto la 
levadura fermenta los azúca- 
res a etanol y CO,. El proceso 
de fermentación viene con- 
trolado en parte por la con- 
centración de etanol formado, 
por el pH y por la cantidad de 
azúcar restante. Una vez se ha 
detenido la fermentación se 
separan las células y la cerve- 
za “cruda” está lista para el 
tratamiento final. 

En los últimos pasos de la elaboración de la cer- 
veza, se ajusta la cantidad de espuma que proviene 
de proteínas disueltas. Esto se controla normalmente 


mediante la acción de enzimas proteolíticos que apa- 
recen en el proceso de malteado. Si estos enzimas 
actúan durante demasiado tiempo la cerveza formará 
poca espuma; si no actúan durante un tiempo sufi- 
ciente la cerveza no será cristalina cuando esté fría. 
A veces se añaden enzimas proteolíticos de otro ori- 
gen para controlar la cantidad de espuma. 

Gran parte de la tecnología desarrollada para la 
producción de bebidas alcohólicas a gran escala está 
encontrando en la actualidad aplicación a un proble- 
ma totalmente diferente: la producción de etanol 
como combustible renovable. Con la desaparición 
continuada de las reservas conocidas de combusti- 
bles fósiles y el coste creciente del combustible para 
los motores de combustión interna, hay un interés 
cada vez mayor en la utilización del etanol como com- 
bustible sustituto o complementario. La ventaja prin- 
cipal del etanol como combustible es que se puede 
producir de fuentes baratas y renovables ricas en 
sacarosa, almidón o celulosa (el almidón del maíz o 
del trigo, la sacarosa de la remolacha o la caña de 
azúcar y la celulosa de la paja, desechos e la industria 
forestal o de residuos sólidos urbanos). Típicamente, 
la materia prima (material de partida) se convierte 
primero de forma química en monosacáridos, a con- 


un fermentador a escala industrial 
g a fermentación puede producir no sólo 
otago irh utilizarlo como combustible smo también 
productos secundarios tales como proteínas que se 
pueden utilizar como alimento para animales. 


FIGURA 1 Las fermentaciones a escala industrial para producir bio- 
combustible y otros productos se llevan a cabo, normalmente, en 
tanques que contienen miles de litros de medio. 

[ Fuente: Charles O'Rear/Corbis ]. 


precipiten las proteínas de la leche produciendo la tex- 
tura espesa y el sabor amargo del yogur sin azucarar. 
Otra bacteria, el Propionibacterium freudenreichi 
fermenta la leche produciendo ácido propiónico y CO,; 
el ácido propiónico precipita las proteínas de la leche y 
las burbujas de CO, dan lugar a los agujeros caracterís- 
ticos del queso suizo. Muchos otros productos son el 
resultado de fermentaciones: escabeche, chucrut, salsi- 
chas, salsa de soja y toda una serie de platos nacionales 
favoritos tales como el kimchi (Corea), tempoyak (Indo- 
nesia), kéfir (Rusia), dahi (India) y pozol (Méjico). El 
descenso del pH asociado con la fermentación también 
ayuda a conservar los alimentos, porque la mayoría de 
microorganismos causantes del deterioro de los alimen- 
tos no pueden crecer a pH bajo. En la agricultura, pro- 
ductos vegetales secundarios tales como los tallos del 
maíz se conservan para utilizarlos como alimento animal 
apilándolos en grandes contenedores (silos) con un 
acceso de aire limitado; la fermentación microbiana 
produce ácidos que hacen disminuir el pH. El forraje 
resultante de esta fermentación se puede guardar como 
pienso durante largos períodos sin que se deteriore. 
En 1910 Chaim Weizmann (que después se convir- 
tió en el primer presidente de Israel) descubrió que una 
bacteria, el Clostridium acetobutyricum, fermenta el 
almidón a butanol y acetona. Este descubrimiento abrió 
el campo de las fermentaciones industriales, en las que 
se suministra algún material fácilmente asequible y rico 
en glúcidos (almidón de maíz o melazas, por ejemplo) a 
un cultivo puro de un microorganismo específico ce N 
fermenta dando un producto de mayor : 
El etanol utilizado para fabricar el “ga ds s 
por fermentación microbiana, al igua : 
fórmico, acético, propiónico, butírico y succínico, y el 
glicerol, etanol, isopropanol, butanol y butanodiol. Estas 
fermentaciones se realizan generalmente en grandes 
recipientes cerrados en los que se ajusta la temperatura 
y la entrada de aire para favorecer la multiplicación de 
los microorganismos deseados al tiempo que se exclu- 
yen organismos contaminantes. La belleza de las fer- 
mentaciones industriales reside en que complicadas 
transformaciones químicas de muchos pasos se llevan a 
término con rendimientos elevados y con pocos produc- 
tos secundarios por fábricas químicas que se reprodu- 
cen a sí mismas: las células microbianas. En algunas 
fermentaciones industriales se ha desarrollado tecnolo- 
gía que permite inmovilizar las células sohre un soporte 
inerte, pasar la materia prima de manera continua a 
través del lecho de células inmovilizadas y recoger el 
producto deseado en el efluente: ¡el sueño de un inge- 
niero! 


RESUMEN 14.3 Destinos del piruvato en condiciones 
anaeróbicas: Fermentación 


E El NADH formado en la glucólisis debe reciclarse 
para regenerar el NAD* que se requiere como aceptor 
electrónico en el primer paso de la fase de beneficios. 
En condiciones aeróbicas los electrones pasan desde el 
NADH al O, en la respiración mitocondrial. 

E En condiciones anaeróbicas o hipóxicas muchos 
organismos regeneran el NAD* transfiriendo los electro- 
nes del NADH al piruvato y formando lactato. Otros 
organismos, tales como la levadura, regeneran el NAD* 
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mediante reducción del piruvato a etanol y CO,. En 
estos procesos anaeróbicos, (fermentaciones), no se 
produce oxidación o reducción netas de los carbonos 
de la glucosa. 

E Una gran variedad de microorganismos pueden fer- 
mentar el azúcar de los alimentos frescos, lo que da 
lugar a cambios de pH, gusto y textura y a la conserva- 
ción del alimento. Las fermentaciones se utilizan en la 
industria para producir muchos compuestos orgánicos 
de valor comercial a partir de materias primas baratas. 


14.4 Gluconeogénesis 


El papel central de la glucosa apareció tempranamente 
dentro de la evolución y este azúcar continúa siendo el 
combustible y bloque estructural casi universal de los 
organismos modernos, desde los microbios hasta el 
hombre. En los mamíferos, algunos tejidos dependen 
casi por completo de la glucosa para la producción de 
energía metabólica. Para el cerebro y el sistema nervio- 
so humanos, así como para los eritrocitos, testículos, 
médula renal y tejidos embrionarios la glucosa de la 
sangre es la única, o principal, fuente de combustible. 
Solo el cerebro humano requiere más de 120 g de gluco- 
sa al día, más de la mitad de toda la glucosa almacenada 
como glucógeno en el músculo y en el hígado. Sin 
embargo, el suministro de glucosa a partir de estos 
depósitos no siempre es suficiente; entre comidas y 
durante ayunos prolongados, o después de ejercicio 
vigoroso, el glucógeno se ha agotado. En estos períodos, 
los organismos necesitan un método para sintetizar glu- 


YAR Si A RON de precursores no glucídicos. Esto se con- 
OR avés de una ruta denominada gluconeogéne- 


sis (“formación de azúcar nuevo”) que convierte el 
piruvato y compuestos relacionados de tres y cuatro 
carbonos en glucosa. 

La gluconeogénesis tiene lugar en todos los anima- 
les, plantas, hongos y microorganismos. Las reacciones 
son, esencialmente, las mismas en todos los tejidos y en 
todas las especies. Los precursores importantes de la 
glucosa en los animales son compuestos de tres carbo- 
nos tales como el lactato, piruvato, y el glicerol así como 
ciertos aminoácidos (Fig. 14-16). En los mamíferos la 
gluconeogénesis tiene lugar principalmente en el hígado 
y en menor extensión en la corteza renal y en las células 
epiteliales que recubren el intestino delgado. La glucosa 
producida pasa a la sangre para abastecer otros tejidos. 
Después de un ejercicio vigoroso, el lactato producido 
por la glucólisis anaeróbica en el músculo esquelético 
vuelve al hígado y se convierte en glucosa que vuelve de 
nuevo al músculo y se convierte en glucógeno en un 
circuito denominado ciclo de Cori (Recuadro 14-2; 
véase también la Fig. 23-21). En las semillas germinadas 
de plantas, las grasas y proteínas almacenadas se con- 
vierten, a través de rutas entre las que se encuentra la 
gluconeogénesis, en el disacárido sacarosa para su 
transporte a partir de la planta en desarrollo. La glucosa 
y sus derivados son los precursores en la síntesis de los 
componentes de las paredes celulares de las plantas, 
nucleótidos y coenzimas y de un gran número de meta- 
bolitos esenciales. En muchos microorganismos la glu- 
coneogénesis empieza a partir de compuestos orgánicos 
sencillos tales como acetato, lactato y propionato pre- 
sentes en su medio de cultivo. 
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TABLA 14-1 Algunas reacciones dependientes de TPP 
Enzima Ruta(s) Enlace roto Enlace formado 
| | | T 2 P 
Piruvato descarboxilasa Fermentación etanólica ol R — 
07 H 
r ; O O 
Piruvato deshidrogenasa Síntesis de acetil-CoA R2 ¡ 2 92 * 
a-Cetoglutarato deshidrogenasa Ciclo del ácido cítrico ER e ya 
0) vil ? A 
Reacciones de asimilación de carbono 
R—C—C—R R?—C—C—R? 
cid cr Ruta de las pentosas fosfato | 7 
H 


Aunque las reacciones de la gluconeogénesis son las 
mismas en todos los organismos, el contexto metabólico 
y la regulación de la vía difieren de un organismo a otro 
y de tejido a tejido. En esta sección nos fijaremos en la 
gluconeogénesis tal como tiene lugar en el hígado de los 
mamíferos. En el Capítulo 20 mostraremos de qué modo 
utilizan esta vía los organismos fotosintéticos para con- 
vertir los productos primarios de la fotosíntesis en gluco- 
sa que será almacenada en forma de sacarosa o almidón. 

La gluconeogénesis y la glucólisis no son rutas idén- 
ticas que transcurren en direcciones opuestas aunque 
comparten varios pasos (Fig. 14-17); 7 de las 10 reac- 
ciones enzimáticas de la gluconeogénesis son la inversa 
de las reacciones glucolíticas. No obstante Ta 
reacciones de la glucólisis que son prácticamente 
versibles in vivo y que no pueden utilizarse ene 
neogénesis: la conversión de la glucosa en glucosa 
6-fosfato por la hexoquinasa, la fosforilación de la fruc- 
tosa 6-fosfato a fructosa 1,6-bisfosfato por la fosfofrue- 
toquinasa-1 y la conversión del fosfoenolpiruvato en 
piruvato por la piruvato quinasa (Fig. 14-17). En las 
células, estas tres reacciones se caracterizan por una 
gran variación negativa de energía libre, mientras que 


TABLA 14-2 Variaciones de energía libre de re 
Paso de la reacción glucolítica 


O Glucosa + ATP —— glucosa 6-fosfato +ADP 


12) Glucosa 6-fosfato == fructosa 6-fosfato 


O Fructosa 1 ¿5-bisfosfato == 


© Dihidroxiacetona fosfato == gliceraldehído 3-fosfato 


@ 1, 3-Bisfosfoglicerato + ADP == 3-fosfoglicerato + ATP 
O 3-Fosfoglicerato == 2-fosfoglicerato 

© 2-Fosfoglicerato === fosfoenolpiruvato + H,O 

10) Fosfoenolpiruvato + ADP —— piruvato + ATP 


© Fructosa 6-fosfato + ATP — fructosa 1,6-bisfosfato + ADP 
dihidroxiacetona fosfato + gliceraldehído 3-fosfato 


O Gliceraldehído 3-fosfato + P, + NAD"——1,3-bisfosfoglicerato + NADH + H* 


otras reacciones glucolíticas tienen una AG próxima a 0 
(Tabla 14-2). En la gluconeogénesis, los tres pasos irre- 
versibles se “rodean” mediante un conjunto diferente de 
enzimas que catalizan reacciones que son suficiente- 
mente exergónicas para ser efectivamente irreversibles 
en la dirección de síntesis de la glucosa. De este modo, 
tanto la glucólisis como la gluconeogénesis son procesos 
irreversibles en las células. En los animales ambas rutas 
tienen lugar mayoritariamente en el citosol por lo que 
necesitan una regulación recíproca y coordinada. La 
regulación independiente de las dos rutas se consigue a 
través de controles ejercidos sobre los pasos enzimáti- 
cos específicos propios de cada una. 
Empezaremos considerando las tres reacciones de 
> AN oneogénesis. (Recuerde que el término 
bypass”) hace referencia a los rodeos de las 
reacciones glucolíticas irreversibles.) 


La conversión del piruvato en fosfoenolpiruvato requiere 
dos reacciones exergónicas 


La primera reacción de rodeo en la gluconeogénesis es 
la conversión del piruvato en fosfoenolpiruvato (PEP). 


IOS eritrocitos 


AG” (kJ/mol) AG* (kJ/mol) 
-16,7 -33,4 
1,7 0 a25 
-44.2 -22,2 
23,8 Sal 
7,5 0a4 
6,3 -2a 2 
—18,8 0a2 
4,4 0a0,38 
75 0a 3,3 
-31,4 -16,7 


Nota: AG” es la variación de energía libre estándar tai como se define en el Capítulo 13 (pp. 497-498). AG es la variación de energía libre 
fi 


calculada a partir de las concentraciones reales de los intermediarios 


glucolíticos, 
Las reacciones glucolíticas rodeadas en la gluconeogénesis se muestran en rojo. Las reacciones bioquímicas no están 


para H o carga. 


presentes en en los eritrocitos a pH 7. 


necesariamente 


Glucosa Otros 


sanguínea Glucoproteínas rnonosacáridos Sacarosa 


Disacáridos Almidón 


Glucógeno 


Glucosa 6-fostato 


Fosfoenot- 
piruvato 


© Piruvato Aminoácidos Glicerol 3-Fosfo- 
Hi 1 glucogénicos ] glicerato 
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FIGURA 14-16 Síntesis de glúcidos a partir de precursores sencillos. 
La ruta desde el fosfoenolpiruvato hasta la glucosa 6-fostato es común 
en la conversión biosintética de muchos precursor a de slúc] 
dos tanto en animales como en plantas. La ruta atq 
foenolpiruvato pasa a través del oxalacetato, un (O xi 
del ácido cítrico que se discute en el Capitulo 16. Cualquier compuesto 
que pueda convertirse en piruvato u oxalacetato puede servir, por tanto, 


como material de partida para la gluconeogénesis. Esto incluye la alanina 
y el aspartato que se pueden convertir en piruvato y oxalacetato, respec- 
tivamente, así como otros aminoácidos que pueden dar lugar a fragmen- 
tos con tres o cuatro carbonos, los llamados aminoácidos glucogénicos 
(véase la Tabla 14-4; véase también la Fig. 18-15). Las plantas y las bac- 
terias fotosintéticas son los únicos organismos capaces de convertir el 
CO, en glúcidos, utilizando el ciclo de Calvin (véase la Sección 20.5). 


Esta reacción no puede tener lugar por simple inversión 
de la reacción de la piruvato quinasa que tiene una gran 
variación negativa de energía libre y que es, por tanto, 
irreversible en las condiciones existentes en las células 
intactas (Tabla 14-2, paso (WM). En su lugar, la fosforila- 
ción del piruvato se consigue mediante una secuencia 
de reacciones de rodeo que, en los eucariotas, requiere 
enzimas tanto del citosol como de la mitocondria. Tal 
como veremos, la ruta que se muestra en la Figura 
14-17 y que se describe en detalle aquí es una de las 
dos rutas desde el piruvato al PEP; es la que predomina 
cuando el precursor glucogénico es el piruvato o la ala- 
nina. Una segunda ruta, que se describe más adelante, 
es la que predomina cuando el precursor glucogénico es 
el lactato. 

En primer lugar se transporta el piruvato desde el 
citosol a la mitocondria, o se genera dentro de la mito- 
condria a partir de la alanina por transaminación en la 
que se transfiere el grupo a-amino de la alanina (que 
forma piruvato) a un a-cetoácido carboxílico (las reac- 
ciones de transaminación se discuten en detalle en el 
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FIGURA 14-17 Rutas opuestas de la glucólisis y de la gluconeogéne- 


sis en el hígado de rata. Las reacciones de la glucólisis se muestran en 
el lado izquierdo en rojo; la ruta opuesta de la gluconeogénesis se mues- 


tra a la derecha en azul. Los puntos principales de regulación de la glu- 
coneogénesis que se muestran aqui se discuten posteriormente en este 


, capítulo y, con mayor detalle, en el Capítulo 15. La Figura 14-20 muestra 


una ruta alternativa para el oxalacetato producido en la mitocondria. 


Capítulo 18). A continuación, la piruvato carboxilasa, 
enzima mitocondrial que requiere el coenzima biotina, 
convierte el piruvato en oxalacetato (Fig. 14-18): 


Piruvato + HCO; + ATP 


oxalacetato + ADP + P, (14-4) 


La reacción de carboxilación utiliza biotina como trans- 
portador de bicarbonato activado tal como se muestra 
en la Figura 14-19; el mecanismo de reacción se mues- 
tra en la Figura 16-17. (Observe que el HCO; se forma 
por ionización del ácido carbónico producido a partir de 
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FIGURA 14-18 Síntesis de fosfoenolpiruvato a partir de pi (a) 
En la mitocondria, el piruvato se convierte en a ę Na 
ción catalizada por la piruvato carboxilasa que requiere bioti 

citosol, el oxalacetato se convierte en fosfoenolpiruvato por la PEP car- 
boxiquinasa. El CO, incorporado en la reacción de la piruvato carboxilasa 
se pierde aquí en forma de CO, La descarboxilación conduce a un reor- 


denamiento de electrones que facilita el ataque del oxígeno carbonílico 
del piruvato sobre el fosfato y del GTP. 


El largo lazo de biotinil-Lys transporta 
el CO, desde el sitio 1 al sitio 2 
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Y NH ~“ NH 
rd N Fii 
ATP ADP P, O- c 
| S S 
a o 


FIGURA 14-19 Papel de la biotina en la reacción de la piruvato car- 
boxiiasa. E! cofactor biotina está unido de torma covalente al enzima a 
través de un enlace amida con el grupo -amino de un residuo Lys for- 
mando un biotinil-enzima. La reacción transcurre en dos fases que tiener 
iugar en dos sitios diferentes del enzima. En el sitio catalitico 1, el ión 
bicarbonato se convierte en CO, a expensas del ATP. A continuación e! 
CO, reacciona con la biotina formando carboxibiotinil-enzima. El largo 
brazo formado por la biotina y la cadena lateral de la Lys a la que está 


e. 
i Piruvato 


CO, y H,O). El HCO; se fosforila por acción del ATP 
formando una anhírido mixto (un carboxifosfato); a 
continuación la biotina desplaza el fosfato en la forma- 
ción de la carboxibiotina. 

La piruvato carboxilasa es el primer enzima regula- 
dor en la ruta de la gluconeogénesis y requiere ace- 
til-CoA como efector positivo, (El acetil-CoA se produce 
mediante la oxidación de ácidos grasos (Capítulo 17) y 
su acumulación indica la disponibilidad de ácidos grasos 
como combustible). Tal como veremos en el Capítulo 16 
(véase la Fig. 16-16) la reacción de la piruvato carboxi- 
lasa puede reponer intermediarios de otra ruta metabó- 
lica central, el ciclo del ácido cítrico. 

Debido a que la membrana mitocondrial no tiene 
transportador de oxalacetato, antes de ser exportado al 
citosol el oxalacetato formado a partir del piruvato debe 
ser reducido a malato mediante la malato deshidroge- 
nasa mitocondrial a expensas de NADH: 


Oxalacetato + NADH + H* == L-malato + NAD* (14-5) 


La variación de energía libre estándar de esta reacción 
es muy elevada pero, en condiciones fisiológicas (que 
incluyen una concentración muy baja de oxalacetato) 
AG = 0 por lo que la reacción es fácilmente reversible. 
La malato deshidrogenasa mitocondrial funciona tanto 
en la gluconeogénesis como en el ciclo del ácido cítrico, 
aun cuando el flujo global de metabolitos en ambos pro- 
cesos se da en direcciones opuestas. 

El malato abandona la mitocondria vía un transpor- 


Na or específico de la membrana mitocondrial interna 


3 “orfa y en el citosol el malato se reoxida 
n producción de NADH citosólico: 


Malato + NAD* -—— oxalacetato + NADH + H: (146) 


El oxalacetato se convierte entonces en PEP por la fos- 
foenolpiruvato carboxiquinasa (Fig. 14-18). Esta 
reacción dependiente de Mg* requiere GTP como 
dador de grupo fosforilo: 


Oxalacetato + GTP == PEP + CO, + GDP (14-7) 
C—CACH, a w —C—CH>— a 
CO” J 


Oxalacetato 


unida transporta entonces el CO, del carboxibiotinil-enzima al sitio catali- 
tico 2 en la superficie enzimática en donde se libera el CO, que reacciona 
con el piruvato dando oxalacetato y regenerando el biotinil-enzima. E! 
papel general de los brazos flexibles en el transporte de intermedios de 
reacción entre sitios activos del enzima se describe en la Figura 16-18, 
Mecanismos similares se dan en otras reacciones de carboxilación depen- 
dientes de biotina tales como la catalizada por la propionil-CoA carboxi 

iasa (véase la Fig. 17-12) y la acetil-CoA carboxilasa (véase la Fig. 21-1). 


La reacción es reversible en las condiciones intracelula- 
res; la formación de un compuesto fosfato de alta ener- 
gía (PEP) se compensa con la hidrólisis de otro (GTP). 

La ecuación global para el conjunto de estas reac- 
ciones de rodeo, suma de las ecuaciones 14-4 a 14-7, es 


Piruvato + ATP + GTP + HCO,” ——= 
PEP + ADP + GDP +P,+C0O, (14-8) 
AG™ = 0,9 kJ/mol 


Para fosforilar una molécula de piruvato a PEP se han 
de gastar dos equivalentes fosfato de alta energía (uno 
del ATP y otro del GTP), cada uno de los cuales cede 50 
kJ/mol en condiciones celulares. Por el contrario, cuan- 
do el PEP se convierte en piruvato durante la glucólisis 
sólo se genera un ATP a partir del ADP. Aunque la varia- 
ción de energía libre estándar (AG”) de la reacción en 
dos fases desde el piruvato al PEP es de 0,9 kJ/mol, la 
variación de energía libre real (AG), calculada a partir 
de las concentraciones celulares de intermedios, es muy 
negativa (-25 kJ/mol); ello es debido al rápido consumo 
del PEP en otras reacciones de tal modo que su concen- 
tración permanece relativamente baja. De este modo la 
reacción es efectivamente irreversible en la célula, 

Observe que el GO, incorporado al piruvato en la 
reacción de la piruvato carboxilasa es la misma molécu- 
la que se pierde en la reacción de la PEP carboxiquinasa 
(Fig. 14-18b). Esta secuencia de carboxilación-descar- 
boxilación representa una forma de “activar” el piruvato 
de forma que la descarboxilación del oxalacetato facilita 
la formación de PEP. En el Capítulo 21 veremos que se 
utiliza una etapa de carboxilación-decafk 
lar para activar el acetil-CoA para la pios Gia 
dos grasos (véase la Fig. 21-1}. 

Existe una lógica en la ruta de estas reacciones a 
través de la mitocondria. La razón [NADHV[NAD*] en el 
citosol es de 8 x 10+, alrededor de 10% veces menor que 
en la mitocondria. Debido a que el NADH citosólico se 
consume en la gluconeogénesis (en la conversión de 
1,3-bisfosfoglicerato en gliceraldehído 3-fosfato; Fig. 
14-17), la biosíntesis de glucosa no puede tener lugar a 
menos que se suministre NADH. El transporte del mala- 
to desde la mitocondria al citosol y su reconversión allí 
en oxalacetato representa una forma efectiva de trans- 
portar equivalentes de reducción en forma de NADH al 
citosol, en donde son escasos. Esta ruta desde el piru- 
vato al PEP proporciona, por tanto, un equilibrio impor- 
tante entre el NADH producido y consumido en el 
citosol durante la gluconeogénesis. 

Cuando el lactato es el precursor glucogénico pre- 
domina un segundo rodeo del piruvato a PEP (Fig. 
14-20). Esta ruta utiliza el lactato producido por la 
glucólisis en los eritrocitos o el músculo anaeróbico, por 
ejemplo, siendo especialmente importante en los verte- 
brados de mayor tamaño después de un ejercicio vigo- 
roso (Recuadro 14-2). La conversión del lactato en 
piruvato en el citosol de los hepatocitos produce NADH 
por lo que la exportación de equivalentes reductores 
(en forma de malato) desde la mitocondria ya no es 
necesaria. Una vez transportado el piruvato producido 
por la reacción de la lactato deshidrogenasa a la mito- 
condria, se convierte en oxalacetato por la piruvato 
carboxilasa tal como ya se ha descrito. No obstante, este 
oxalacetato se convierte directamente en PEP por un 
isozima mitocondrial de la PEP carboxiquinasa. A conti- 
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nuación se transporta el PEP fuera de la mitocondria 
para continuar en la ruta gluconeogénica. Los isozimas 
mitocondrial y citosólico de la PEP carboxiquinasa 
están codificados por genes diferentes en los cromoso- 
mas del nucleo siendo otro ejemplo de dos enzimas 
distintos que catalizan la misma reacción pero que tie- 
nen localizaciones celulares o papeles metabólicos dife- 
rentes (recuerde los isozimas de la hexoquinasa). 


La conversión de la fructosa-1,6-bisfosfato en fructosa 
6-fosfato constituye el segundo rodeo 


La segunda reacción glucolítica que no puede participar 
en la gluconeogénesis es la fosforilación de la fructosa 
6-fosfato por la PFK-1 (Tabla 14-2, Paso €)). Debido a 
que esta reacción es muy exergónica y, por tanto, irre- 
versible en las células intactas, la generación de la fruc- 
tosa 6-fosfato a partir de la fructosa 1,6-bisfosfato (Fig. 
14-17) está catalizada por un enzima diferente, la fruc- 
tosa 1,6-bisfosfatasa (FBPasa-1), dependiente de 
Mg*, que promueve la hidrólisis prácticamente irre- 
versible del fosfato en C-1 (no transferencia de grupo 
fosforilo al ADP): 


Fructosa 1,6-bisfosfato + H,O —— 
fructosa 6-fosfato + E 
AG” = -16,3 kJ/mol 
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FIGURA 14-20 Rutas alternativas desde el piruvato al fosfoenolpiru- 
vato. La importancia relativa de las dos rutas depende de la disponibili- 
dad de lactato o piruvato y las necesidades citosólicas de NADH para la 
gluconeogénesis. La ruta de la derecha predomina cuando el precursor 
es el lactato, debido a que el NADH citosólico se genera en la reacción 
de la lactato deshidrogenasa y no se ha de transportar fuera de la mito- 
condria (véase texto). 
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La FBPasa-1 se denomina así para distinguirla de otro 
enzima similar (FBPasa-2) con una función reguladora 
que se discute en el Capítulo 15. 


La conversión de la glucosa-6-fosfato en glucosa 
constituye el tercer rodeo 


El tercer rodeo es la reacción final de la gluconeogéne- 
sis, la desfosforilación de la glucosa 6-fosfato para dar 
glucosa (Fig. 14-17). La reacción inversa de la hexoqui- 
nasa requeriría la transferencia de un grupo fosforilo 
desde la glucosa 6-fosfato al ADP para dar ATP, lo que 
es una reacción energéticamente desfavorable (Tabla 
14-2, paso €)). La reacción catalizada por la glucosa 
6-fosfatasa no requiere la síntesis de ATP, sino que es 
una simple hidrólisis de un éster fosfato: 


Glucosa 6-fosfato + H,O —— glucosa + P, 
AG” = = -13,8 kJ/mol 


Este enzima activado por Mg** se encuentra en la cara de 
la luz del retículo endoplasmático de los hepatocitos, 
células renales y epiteliales del intestino delgado (véase 
la Fig. 15-30), pero no en otros tejidos, que son, por 
tanto, incapaces de suministrar glucosa a la sangre. Si 
otros tejidos tuviesen glucosa 6-fosfatasa, la actividad 
del enzima hidrolizaría la glucosa 6-fosfato que es nece- 
saría en estos tejidos para la glucólisis. La glucosa produ- 
cida por la gluconeogénesis en el hígado o riñón o inge- 
rida con la dieta se envía a estos otros tejidos, incluido el 
cerebro y el músculo, a través del torrente circulatorio. 
La gluconeogénesis es energéticamente cara, Co B 
pero es esencial 


La suma de las reacciones biosintéticas que llevan del 
piruvato a la glucosa libre en la sangre (Tabla 14-3) es 


2 Piruvato + 4ATP + 2GTP + 2NADH + 2H* + 
glucosa + 4ADP + 2GDP + 6P, + 2NAD* 


O —— 


(14-9) 


Por cada molécula de glucosa formada a partir del piru- 
vato, se requieren seis grupos fosfato de alta energía, 


cuatro del ATP y dos del GTP. Además, se requieren dos 
moléculas de NADH para la reducción de dos moléculas 
de 1,3-bisfosfoglicerato. La ecuación 14-9 no es, clara- 
mente, el inverso de la ecuación para la conversión de 
la glucosa en piruvato por la glucólisis, que sólo requie- 
re dos moléculas de ATP: 


Glucosa + 2ADP + 2P, + NAD" —— 
2 piruvato + 2ATP + 2NADH + 2H* + 2H,0 


La síntesis de glucosa a partir del piruvato es un proce- 
so relativamente costoso. Gran parte del alto costo 
energético es necesario para asegurar que la gluconeo- 
génesis sea irreversible. En las condiciones intracelula- 
res la variación global de energía libre de la glucólisis es 
de al menos -63 kJ/mol. En las mismas condiciones la 
AG global de la gluconeogénesis desde el piruvato es -16 
kJ/mol. De este modo tanto la glucólisis como la gluco- 
neogénesis son procesos esencialmente irreversibles en 
las células. Otra ventaja de la inversión en energía para 
convertir el piruvato en glucosa es que si se tuviese que 
excretar el piruvato, se perdería su considerable poten- 
cial de producción de ATP mediante la oxidación aeró- 
bica completa (tal como veremos en el Capítulo 16 el 
piruvato produce más de 10 ATP). 


Los intermediarios del ciclo del ácido cítrico y muchos 
aminoácidos son glucogénicos 


La ruta biosintética de la glucosa antes descrita permite 
la síntesis neta de glucosa no sólo desde el piruvato sino 
api de los intermediarios de cuatro, cinco y seis 
pro del ácido cítrico (Capítulo 16). Citra- 
cial: succinil-CoA, succinato, 

TR y malato son todos ellos intermediarios del 
ciclo del ácido cítrico que se pueden oxidar dando 
oxalacetato (véase la Fig. 16-7). Algunos átomos de 
carbono, o todos, de la mayoría de aminoácidos proce- 
dentes de las proteínas se catabolizan en último término 
a piruvato o a intermediarios del ciclo del ácido cítrico. 
Tales aminoácidos pueden, por tanto, experimentar una 
conversión neta en glucosa por lo que se denominan 


TABLA 14-3 Reacciones secuenciales de la gluconeogénesis empezando a partir del piruvato 
Piruvato + HCO; + ATP — oxalacetato + ADP +P X2 
Oxalacetato + GTP = fosfoenolpiruvato + CO, , GDP K2 
Fosfoenolpiruvato + H,O === 2-fosfoglicerato X2 
2-Fosfoglicerato == 3-fosfoglicerato X2 
3-Fosfoglicerato + ATP === 1,3-bisfosfoglicerato + ADP X2 | 

-1,3-Bisfosfoglicerato + NADH + H* === gliceraldehído 3-fosfato + NAD* + P, x2 | 

| Gliceraldehído 3-fosfato == dihidroxiacetona fosfato 

'Gliceraldehído 3-fosfato + dihidroxiacetona fosfato === fructosa 1,6-bisfosfato 


Pructosa 1,6-bisfosfato —— fructosa 6-fosfato P 
Fructosa 6-fosfato == glucosa 6-fosfato 
Glucosa 6-fosfato + H,O —— glucosa P 


Suma: 2 Piruvato + 4ATP + 2GTP + 2NADH + 2H* + 4H,0 — glucosa + 4ADP + 2GDP + 6P + 2NAD* 


Nota: Las reacciones de rodeo están en rojo; todas las demás reacciones son pasos reversibles de la glucólisis. Las cifras a la derecha indican 
que la reacción se ha de contar dos veces debido a que se requieren dos precursores de tres carbonos para producir una molécula de glucosa. 
Las reacciones requeridas para reemplazar el NADH citosólico consumido en la reacción de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (la 
pi cd ld 


se consideran en este resumen. La ecuaciones bioquímicas 


no necesariamente están ajustadas para H y carga. 


aminoácidos glucogénicos (Tabla 14-4). La alanina y la 
glutamina, principales moléculas transportadoras de 
grupos amino desde los tejidos extrahepáticos al hígado 
(véase la Fig. 18-9) son aminoácidos glucogénicos muy 
importantes en los mamíferos. Después de eliminar sus 
grupos amino en las mitocondrias hepáticas, los esque- 
letos carbonados restantes (piruvato y a-cetoglutarato, 
respectivamente) se canalizan rápidamente hacia la 
gluconeogénesis. 


Los mamíferos no pueden convertir los ácidos grasos 
en glucosa 


No hay conversión neta de los ácidos grasos en glucosa 
en los mamíferos. Tal como veremos en el Capítulo 17 el 
catabolismo de la mayoría de ácidos grasos sólo da ace- 
til-CoA. Éste no puede ser utilizado como precursor de 
la glucosa por los mamíferos porque la reacción de la 
piruvato deshidrogenasa es irreversible y las células no 
tienen otra ruta para convertir el acetil-CoA en piruva- 
to. Las plantas, levaduras y muchas bacterias tienen una 
ruta (el ciclo del glioxilato; véase la Fig. 20-55) para 
convertir el acetil-CoA en oxalacetato, por lo que estos 
organismos pueden utilizar ácidos grasos como material 
de partida para la gluconeogénesis. Esto es de impor- 
tancia especial, por ejemplo, durante la germinación de 
las semillas; antes de que se desarrollen las hojas y la 
fotosíntesis pueda proporcionar energía y glúcidos las 
semillas utilizan los aceites almacenados en las mismas 
para la producción de energía y la biosíntesis de las 
paredes celulares. 


Aunque los mamíferos no puede E 
dos grasos en glúcidos, pueden utili Y 
tidad de glicerol) producido en la degradación de las 
grasas (triacilgliceroles) para la gluconeogénesis. La 
fosforilación del glicerol por la glicerol quinasa, seguida 
de la oxidación del carbono central, da dihidroxiacetona 
fosfato que es un intermediario de la gluconeogénesis 
en el hígado. 

Tal como veremos en el Capítulo 21, el glicerol fos- 
fato es un intermediario esencial en la síntesis de triacil- 
glicerol en los adipocitos, si bien estas células carecen 
de glicerol quinasa y, por tanto, simplemente no pueden 
fosforilar el glicerol. En lugar de ello, los adipocitos le- 
van a cabo una versión truncada de la gluconeogénesis 
conocida como gliceroneogénesis: la conversión del 
piruvato en dihidroxiacetona fosfato a través de las pri- 
meras reacciones de la gluconeogénesis, seguida de la 
reducción de la dihidroxiacetona fosfato a glicerol fosfa- 
to (véase la Fig. 21-21). 


il] 


La glucólisis y la gluconeogénesis están reguladas 
de forma recíproca 


Si se permitiese que la glucólisis (conversión de glucosa 
en piruvato) y la gluconeogénesis (conversión de piru- 
vato en glucosa) tuvieran lugar simultáneamente a velo- 
cidad elevada el resultado sería el consumo de ATP y la 
producción de calor. Por ejemplo, la PFK-1 y la FBPa- 
sa-1 catalizan reacciones opuestas: 


PFK- 
ATP + fructosa 6-fosfato 


ADP + fructosa 1,6-bisfosfato 
FEPass-1 


Fructosa 1,6-bisfosfato + HLO fructosa 6-fosfato + P, 


LAPAT 
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TABLA 14-4 


Aminoácidos glucogénicos 


de entrada 


Piruvato Succinil-CoA 
| Alanina Isoleucina* | 
'Cisteína Metionina 
Glicina Treonina 
Serina Valina 
Treonina 
' P Fumarato 
Triptófano Fenilalanina* 
| a-Cetoglutarato Tirosina* 
¡ Arginina Oxalacetato 
Glutamato Asperagine | 
Glutamina | 


Aspartato 


Histidina 
| Prolina 


Nota: Todos estos aminoácidos son precursores de glucosa sanguinea 
o de glucógeno hepático debido a que se pueden convertir en piruvato 
o intermediarios del ciclo del ácido cítrico. De los 20 aminoácidos 
comunes sólo leucina y lisina son incapaces de proporcionar carbono 
para la síntesis neta de glucosa. 


"Estos aminoácidos también son cetogénicos (véase la Fig. 18-15). 


La suma de estas dos reacciones es 
ATP + HO ——> ADP + P, + calor 


Estas dos reacciones enzimáticas, y otras varias en las 
dos rutas, están reguladas alostéricamente y por modi- 
ficación covalente (fosforilación). En el Capítulo 15 
mos los mecanismos de esta regulación 
ente. Por el momento, es suficiente decir 
que las rutas están reguladas de manera que cuando 
aumenta el flujo de glucosa a través de la glucólisis, el 
flujo de piruvato hacia glucosa disminuye, y viceversa. 


RESUMEN 14.4 Gluconeogénesis 


E La gluconeogénesis es un proceso ubicuo de múlti- 
ples pasos en el que glucosa se produce a partir del 
lactato, piruvato u oxalacetato, o cualquier compuesto 
(incluidos los intermediarios del ciclo del ácido cítrico) 
que se pueden convertir en uno de estos intermediarios. 
Siete de los pasos de la gluconeogénesis están cataliza- 
dos por los mismos enzimas utilizados en la glucólisis; 
son las reacciones reversibles. 

E Los tres pasos irreversibles de la ruta glucolítica son 
rodeados mediante reacciones catalizadas por enzimas 
gluconeogénicos: (1) conversión del piruvato en PEP a 
través del oxalacetato, catalizada por la piruvato carboxi- 
lasa y la PEP-carboxiquinasa; (2) desfosforilación de la 
fructosa 1, 6-bisfosfato por la FBPasa-1; y (3) desfosfori- 
lación de la glucosa 6-fosfato por la glucosa 6-fosfatasa. 
M La formación de una molécula de glucosa a partir 
del piruvato requiere 4 ATP, 2 GTP y 2 NADH; es cara. 
E En los mamíferos la gluconeogénesis en el hígado, 
en el riñón y en el intestino delgado proporciona gluco- 
sa para su uso por el cerebro, músculo y eritrocitos. 

MM La piruvato carboxilasa es estimulada por el ace- 
til-CoA incrementando la velocidad de la gluconeogéne- 
sis cuando la célula ya tiene cantidades adecuadas de 
otros sustratos (ácidos grasos) para la producción de 
energía. 
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FIGURA 14-21 Esquema general de la ruta de las pentosas fosfato. El 
NADPH formado en la fase oxidativa es utilizado para reducir el glutatión, 
G5SG (véase el Recuadro 14-4) y para sostener la biosíntesis reductora. El 
otro producto de ta fase oxidativa es la ribosa 5-tnstato que sirve como 
precursor de nucleótidos, coenzimas y ácidos nucleicos. En las células que 
no utilizan ribosa 5-fasfato para la biosíntesis, la fase no oxicativa recicla 
seis moléculas de la pentosa en cinco moléculas de la hexosa glucosa 
-fosfato lo que permite la producción continua de NADPH y convierte la 
glucosa 6-fosfato en CO, (en seis ciclos). 


E Los animales no pueden convertir el Ç l 
obtenido de la de ácidos grasos en glucosa; las plantas y 
los microorganismos sí pueden. 

© La glucólisis y la gluconeogénesis están reguladas 
recíprocamente para impedir el funcionamiento despil- 
farrador de ambas rutas al mismo tiempo. 


14.5 Ruta de las pentosas fosfato de 
la oxidación de la glucosa 


En la mayoría de tejidos animales el destino cata- 

bólico principal de la glucosa 6-fosfato es la degra- 
dación glucolítica a piruvato gran parte del cual se oxida 
vía ciclo del ácido cítrico lo que lleva en último término a 
la generación de ATP. La glucosa 6-fosfato tiene, sin 
embargo, otros destinos catabólicos que conducen a pro- 
ductos especializados necesarios para la célula. La oxida- 
ción de la glucosa 6-fosfato a pentosas fosfato por la ruta 
de las pentosas fosfato (también llamada ruta del 
fosfogluconato, o ruta de la hexosa monofosfato; 
Fig. 14-21) es un caso de especial importancia en algu- 
nos tejidos. En esta ruta oxidativa, el NADP* es el acep- 
tor electrónico, dando NADPH. Las células en rápida 
división, tales como las de la médula ósea, piel y mucosa 
intestinal, así como las de los tumores, utilizan la pentosa 
ribosa 5-fosfato para producir RNA, DNA y coenzimas 
tales como el ATP, NADH, FADH, y coenzima A. 

En otros tejidos el producto esencial de la ruta de 
las pentosas fosfato no son las pentosas sino el dador 
electrónico NADPH necesario para la biosíntesis reduc- 
tora o para contrarrestar los efectos perniciosos de los 


Glucosa 
6-fosfato 


CH¿0POÍ” 


6-Fosfoglucono- 
ó-tactona 


6-Fosto- 
gluconato 


o-Ribulosa 


e) 
CH¿0PO? 


fostopentosa 
isomerasa 


| p-Ribosa 
-5-fostato 


FIGURA 14-22. Reacciones oxidativas de la ruta de las pentosas fos- 
fato. Los productos finales son la ribosa 5-fosfato, CO, y NADPH. 
radicales oxigenados. En los tejidos que llevan a cabo 


una síntesis extensiva de ácidos grasos (hígado, adiposo, 
glándula mamaria lactante), o la síntesis activa de coles- 
terol y hormonas esteroideas (hígado, glándulas adrena- 
les, gónadas), requieren el NADPH proporcionado por 
esta ruta. Los eritrocitos y las células del cristalino y de 
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la cómea están directamente expuestas al oxígeno y, de 
este modo, a los dañinos radicales libres generados por 
el oxígeno. Al mantener una atmósfera reductora (una 
razón NADPH a NADP* elevada y una razón de glutatión 
reducido a oxidado alta) pueden prevenir o corregir las 
lesiones oxidativas sobre las proteínas, lípidos y otras 
moléculas sensibles. En los eritrocitos, el NADPH produ- 
cido por la vía de las pentosas fosfato es tan importante 
en la prevención de las lesiones oxidativas que un defec- 
to genético en la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, el 
primer enzima de la vía, puede tener consecuencias 
médicas graves (Recuadro 14-4). 5 


La fase oxidativa produce pentosas fosfato y NADPH 


La primera reacción de la ruta de las pentosas fosfato 
(Fig. 14-22) es la oxidación de la glucosa 6-fosfato por 
la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PD), que 
forma 6-fosfoglucono-6-lactona, un éster intramolecu- 
lar. El NADP* es el aceptor electrónico y el equilibrio 
global está muy desplazado en la dirección de formación 
de NADPH. La lactona se hidroliza dando el ácido libre 
6-fosfogluconato por una lactonasa específica y en el 
paso siguiente el 6-fosfogluconato se oxida y descar- 
boxila por la 6-fosfogluconato deshidrogenasa for- 
mando la cetopentosa ribulosa 5-fosfato; la reacción 
genera una segunda molécula de NADPH. (Esta ribulo- 
sa 5-fosfato es importante en la regulación de la glucóli- 
sis y de la gluconeogénesis tal como veremos en el 
Capítulo 15). La fosfopentosa isomerasa convierte la 
ríbulosa 5-fosfato en su isómero aldosa, la ribosa 5- 


fato. En algunos tejidos la ruta de Losas fe 

acaba en este punto siendo su ecuaci E Ye 
Glucosa 6-fosfato + 2NADP* + H,O 
ribosa 5-fosfato + CO, + 2NADPH + 2H" 


El resultado neto es la producción de NADPH, un 
reductor para las reacciones biosintéticas y ribosa 5-fos- 
fato, precursor de la síntesis de nucleótidos. 


reacciones oxidativas de la 
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La fase no oxidativa recicla las pentosas fosfato 
a glucosa 6-fosfato 


En los tejidos en los que se requiere principalmente 
NADPH, las pentosas fosfato producidas en la fase oxi- 
dativa de la ruta se reciclan a glucosa 6-fosfato. En esta 
fase no oxidativa la ribulosa 5-fosfato se epimeriza en 


primer lugar a xilulosa 5-fosfato: 
CHOH CHOH 
H—C—OH HO—C—H 
resa | 
H—C—OH S+tostato H—C—0OH 
epimerasa j 
CH,OPO4~ CH,OPO2- 
Ribulosa Xilulosa 
5-fosfato 5-fostato 


A continuación, en una serie de reordenamientos de los 
esqueletos carbonados (Fig. 14-23) seis azúcares fos- 
fato de cinco carbonos se convierten en cinco azúcares 
fosfato de seis carbonos completando el ciclo y permi- 
tiendo la oxidación continua de glucosa 6-fosfato con 
producción de NADPH. El reciclado continuo conduce 
en último término a la conversión de glucosa 6-fosfato 
en seis CO,. Dos enzimas únicos de la ruta de las pento- 
sas fosfato actúan en estas interconversiones de azúca- 
res: la transcetolasa y la transaldolasa. La transcetola- 
sa, cataliza la transferencia de un fragmento de dos 
carbonos desde un dador cetosa a un aceptor aldosa 
(Fig. 14-24a). En su primera aparición en la ruta de las 
pentosas fosfato, la transcetolasa transfiere C-1 y C-2 de 

5-fosfato a la ribosa -fosfato formando el 


ATAN a siete carbonos sedoheptulosa 7-fosfato 


(Fig. 14-24b). El fragmento de tres carbonos restante 
de la xilulosa es el gliceraldehído 3-fosfato. 

A continuación, la transaldolasa cataliza una reac- 
ción similar a la reacción de la aldolasa en la glucólisis: 
se elimina un fragmento de tres carbonos de la sedohep- 
tulosa 7-fosfato y se condensa con gliceraldehído 3-fos- 
fato, formando fructosa 6-fosfato y la tetrosa eritrosa 


ruta de las pentosas fostato 7C 
R ib sa Sedoheptulosa Fructosa 3C 
sfat 7-fosfato 6-fosfato 
Isormerasa I| 
fostohexosa 
Ga S< a sor 
Xilulosa Gliceraldheído Eritrosa Fructosa 
S-fosfato 3-fosfato 4-fosfato 6-fostato 
fructosa 1,€ 
bistostatasa 
3C 
transcetolasa triosa tostato 
Xilulosa ¡somerasa 
5-fostato Gliceraldehído 7C 
3-fosfato 
(a) (b) 


FIGURA 14-23 Reacciones no oxidativas de la ruta de las pentosas 
fosfato. (a) Estas reacciones convierten pentosas fosfato en hexosas 
fosfato, lo que permite que continúen las reacciones oxidativas (véase la 
Fig. 14-22). La transcetolasa y la transaldolasa son específicos de esta 
ruta; los otros enzimas también actúan en las rutas glucolítica o gluco- 
neogénica. (b) Diagrama esquemático que muestra la ruta de seis pen- 


tosas (5C) a cinco hexosas (6C). Observe que intervienen dos juegos de 
las interconversiones mostradas en (a). Cada reacción mostrada aquí es 
reversible; las flechas unidireccionales se utilizan sólo para clarificar la 
dirección de las reacciones durante la oxidación continua de la glucosa 
6-fosfato. En las reacciones independientes de ta luz en la fotosintesis, la 
dirección de estas reacciones está invertida (véase la Fig. 20-37). 
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RECUADRO 14-4 MEDICINA 


¿Por qué Pitágoras no comía falafel?: 


Deficiencia de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa 


Las habas, un ingrediente del falafel, han sido una 
fuente importante de alimentación en el Mediterrá- 
neo y en el Oriente Medio desde la antigúedad. El 
matemático y filósofo griego Pitágoras prohibió 
comer habas a sus seguidores quizás debido a que 
hacían que mucha gente sufriese la enfermedad lla- 
mada favismo, que podía ser fatal. En el favismo, los 
eritrocitos empiezan a lisarse al cabo de unas 24 a 48 
horas de haber comido las habas, liberando hemoglo- 
bina en la sangre. Como resultado, se produce icteri- 
cia e incluso a veces fallo renal. Pueden observarse 
síntomas similares tras la ingestión del medicamento 
antimalárico primaquina, sulfamidas o tras la exposi- 
ción a ciertos herbicidas. Estos síntomas tienen una 
base genética: la deficiencia de glucosa 6-fosfato 
deshidrogenasa (G6PD) que afecta a unos 400 millo- 
nes de personas en todo el mundo. La mayor parte de 
los mdividuos con déficit de G6PD son asintomáticos: 
sólo la combinación de la deficiencia de G6PD con 
ciertos factores medioambientales producen los sín- 
tomas clínicos. 

La glucosa 6-fosfato deshidrogenasa cataliza el 
primer paso de la ruta de las pentosas fosfato (véase 
la Fig. 14-22), que produce NADPH. Este reductor, 
esencial para muchas rutas biosintéticas, protege 
también a las células de las lesiones oxidatiyz 
peróxido de hidrógeno (H,0,) y por raditáles 4h 
superóxido que son oxidantes muy reactivts-4eke 
dos como subproductos metabólicos y por la acción 
de fármacos tales como la primaquina y de productos 
naturales tales como la divicina (el ingrediente tóxico 
de las habas). Durante la destoxificación normal el 
H,O, se convierte en H,O gracias a la acción del glu- 
tatión reducido y de la glutatión peroxidasa. El gluta- 
tión oxidado se vuelve a convertir a la forma reducida 
por la acción de la glutatión reductasa y NADPH (Fig. 
1). El H,O, se puede transformar, también, en H,O y 
O, por la acción de la catalasa, que también requiere 
NADPH. En los individuos deficientes de G6PD, la 
producción de NADPH está muy disminuida y, por 
tanto, la destoxificación del H,O, está inhibida. El 
daño celular resultante consiste en la peroxidación 
de lípidos que conducen a la rotura de la membrana 
eritrocitaria y en la oxidación de proteínas y DNA. 

La distribución geográfica de la deficiencia de 
G6PD es muy indicativa. En el África tropical, zonas 
de Oriente Medio y Sudeste asiático las frecuencias 
pueden llegar al 25 %. Éstas son, al mismo tiempo, 
zonas donde la malaria tiene una gran prevalencia. 
Además de tales observaciones epidemiológicas, los 
estudios in vitro demuestran que el crecimiento de 
un parásito de la malaria, el Plasmodium falcipa- 
rum, está inhibido en los eritrocitos con déficit de 
G6PD. El parásito es muy sensible al daño oxidativo 


VATION 


y muere con un nivel de estrés oxidativo que es tole- | 
rable para el huésped humano con déficit de G6PD. || 
Debido a la ventaja que proporciona esta resistencia 
a la malaria se compensa la desventaja de una menor | 
resistencia al daño oxidativo. La selección natural 
mantiene el genotipo G6PD-deficiente en las pobla- 
ciones humanas donde la malaria es frecuente. Sólo 
bajo un gran estrés oxidativo, provocado por drogas, 
herbicidas o divicina, la deficiencia en G6PD provoca 
graves problemas médicos. 

Se cree que un medicamento contra la malaria 
tal como la primaquina actúa provocando estrés oxi- 
dativo al parásito. Resulta irónico que los fármacos 
contra la malaria puedan provocar una enfermedad 
utilizando el mismo mecanismo bioquímico que con- 
fiere resistencia a la malaria. La divicina también 
actúa como un fármaco antimalaria por lo que la 
ingestión de habas puede proteger contra la misma. 
Por lo tanto, muchos discípulos de Pitágoras con 
actividad normal de la G6PD aumentaron de manera 
inconsciente el riesgo de contraer malaria jal no que- 
rer comer falafel! 
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FIGURA 1 Pape! de! NADPH y del glutatión en la protección de las 
células frente a derivados de oxigeno altamente reactivos. El glutatión 
reducido (GSH) protege a las células destruyendo el peróxido de 
hidrógeno y los radicales hidroxilo libres. La regeneración del GSH a 
partir de su forma oxidada (GSSG) necesita NADPH producido por la 
reacción de la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa. 
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FIGURA 14-24 Primera reacción catalizada por la transcetolasa. (a) 
La reacción general catalizada por la transcetolasa es la transferencia de 
un grupo de dos carbonos, transportado de forma temporal sobre TPP 


4-fosfato (Fig. 14-25). Ahora la transcetolasa vuelve a 
actuar formando fructosa 6-fosfato y gliceraldehído 
3-fosfato a partir de la eritrosa 4-fosfate i 
5-fosfato (Fig. 14-26}. Dos moléculas de gh 
3-fosfato formado por dos repeticiones de estás rë 
nes pueden convertirse en una molécula de fruetosa 
1 ,6-bisfosfato como en la gluconeogénesis (Fig. 14-17) 
y, finalmente, la FBPasa-1 y la fosfohexosa isomerasa 
convierten la fructosa 1,6-bisfosfato en glucosa 6-fosfa- 
to. El ciclo está ahora completo: ¡en conjunto seis pen- 
tosas fosfato se han convertido en cinco hexosas fosfato 
(Fig. 14-23b) 

La transcetolasa requiere el cofactor tiamina piro- 
fosfato (TPP), que estabiliza un carbanión de dos carbo- 


q_I-_ > _ __—_ — 
Åg 
transcetalasa 
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ligado ai enzima, desde un dador cetosa a un aceptor aldosa. (b) Con- 
versión de dos pentosas fosfato en una triosa fosfato y un azúcar fosfato 
de siete carbonos, la sedoheptulosa 7-fosfato. 


nos en esta reacción (Fig. 14-27a) de la misma forma 

que lo hace en la reacción de la piruvato descarboxilasa 

(Fig. 14-15). La transaldolasa utiliza la cadena lateral de 

para formar una base de Schiff con el grupo 

de su sustrato, una cetosa, estabilizando así 

un carbanión (Fig. 14-27b) crucial en el mecanismo de 
reacción. 

El proceso descrito en la Figura 14-22 se conoce 
como ruta oxidativa de las pentosas fosfato. El 
primer y tercer pasos son oxidaciones con variaciones 
de energía libre estándar grandes y negativas y son 
prácticamente irreversibles en la célula. Las reacciones 
de la parte no oxidativa de la ruta de las pentosas fosfa- 
to (Fig. 14-23) son fácilmente reversibles, con lo que 
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FIGURA 14-27 intermedios carbanión estabilizados por interaccio- 
nes covalentes con la transcetolasa y la transaldolasa. (a) E! anillo del 
TPP estabiliza el carbanión en el grupo dihidroxietilo transportado por 
la transcetolasa; véase la Fig. 14-15 para la química de la acción de! 
TPP. (b) En la reacción de la transaidolasa, la base de Schiff protonada 
formada entre el grupo z-amino de la cadena lateral de una Lys y el 
sustrato estabiliza un carbanión en C-3 formado después de la rotura 
aldólica. 


proporcionan de este modo un medio para convertir 
hexosas fosfato en pentosas fosfato. Tal como veremos 
en el Capítulo 20, un proceso que convierte hexosas 
fosfato en pentosas fosfato es esencial en la asimilación 
fotosintética del CO, por las plantas. Esta rifa, la ruta 
reductora de las pentosas fosfato, es básicas 
el inverso de las reacciones mostradas en Ts 
14-23 y emplea muchos de los mismos enzimas. 

Todos los enzimas de la ruta de las pentosas fosfato 
están localizados en el citosol, al igual que los de la glu- 
cólisis y la mayoría de los de la gluconeogénesis. De 
hecho, estas tres rutas están conectadas a través de 
varios intermediarios y enzimas compartidos. El glice- 
raldehído 3-fosfato formado por la acción de la transce- 
tolasa se convierte rápidamente en dihidroxiacetona 
fosfato por el enzima glucolítico triosa fosfato isomerasa 
y estas dos triosas se pueden unir por la acción de la 
aldolasa al igual que en la gluconeogénesis, formando 
fructosa 1,6-bisfosfato. De modo alternativo, las triosas 
fosfato pueden oxidarse a piruvato por las reacciones 
glucolíticas. El destino de las triosas viene determinado 
por las necesidades relativas de la célula respecto a 
pentosas fosfato, NADPH y ATP. 


Un defecto en la transcetolasa agrava el síndrome 
de Wernicke-Korsakoff 


El síndrome de Wernicke-Korsakoff, es una 
enfermedad causada por una carencia grave de 
tiamina, un componente del TPP. El síndrome es más 
frecuente en los alcohólicos que en la población general; 
el consumo crónico del alcohol en grandes cantidades 
interfiere con la absorción intestinal de la tiamina. El 
síndrome puede agravarse por una mutación en el gen 
de la transcetolasa que produce un enzima con una afi- 
nidad disminuida hacia el TPP que es una décima parte 
de la del enzima normal. Este defecto hace que los indi- 
viduos sean mucho más sensibles a la carencia de tiami- 
na: incluso una deficiencia moderada de la tiamina 


(tolerable en individuos con una trancetolasa sin mutar) 
puede disminuir el nivel de TPP por debajo del necesa- 
rio para saturar el enzima. El resultado es una disminu- 
ción de la velocidad de la ruta completa de las pentosas 
fosfato. En las personas con el síndrome de Wernic- 
ke-Korsakoff esto produce un empeoramiento de los 
síntomas, que pueden incluir grave pérdida de memoria, 
confusión mental y parálisis parcial. ™ 


La glucosa 6-fosfato se reparte entre la glucólisis 
y la ruta de las pentosas fosfato 


El que la glucosa 6-fosfato entre en la glucólisis o en la 
ruta de las pentosas fosfato depende de las necesidades 
momentáneas de la célula y de la concentración de 
NADP* en el citosol. Sin este aceptor electrónico, no 
puede producirse la primera reacción de la ruta de las 
pentosas fosfato (catalizada por la G6PD). Cuando una 
célula está convirtiendo rápidamente NADPH en NADP+ 
en reducciones biosintéticas, aumenta el nivel de NADP* 
lo que estimula alostéricamente la G6PD incrementan- 
do de este modo el flujo de glucosa 6-fosfato a través de 
la ruta de las pentosas fosfato (Fig. 14-28). Cuando 
disminuye la demanda de NADPH, disminuye el nivel de 
NADP*, la ruta de las pentosas fosfato se hace más lenta 
y, en su lugar, la glucosa 6-fosfato se utiliza como com- 
bustible para la glucólisis. 


RESUMEN 14.5 Ruta de las pentosas fosfato 
je oxidación de la glucosa 


Adi dativa de las pentosas fosfato (ruta del 
osfogluconato o ruta de la hexosa monofosfato) da 
lugar a la oxidación y la descarboxilación de la glucosa 
6-fosfato en la posición C-1, reduciendo el NADP” a 
NADPH y formando pentosas fosfato. 

E El NADPH proporciona poder reductor para las 
reacciones biosintéticas y la rihbosa 5-fosfato es un pre- 
cursor para la síntesis de nucleótidos y ácidos nucleicos. 
Los tejidos en rápido crecimiento y los tejidos con una 
biosíntesis activa de ácidos grasos, colesterol u hormo- 
nas esteroideas envían más glucosa 6-fosfato a través de 


glucólisis ATP 


= e e e Y e 


NADPH=- - 


FIGURA 14-28 Papel del NADPH en la regulación del reparto de la glu- 
cosa 6-fostato entre glucólisis y ruta de las pentosas fosfato. Cuando se 
forma NADPH más rápidamente de lo que se utiliza para la biosíntesis y 
reducción del glutatión (véase la Fig. 14-21), aumenta la [NADPH] con lo 
que inhibe el primer enzima de la ruta de las pentosas fosfato. El resultado 
es que hay más glucosa 6-fostato disponible para la glucólisis. 


la ruta de las pentosas fosfato que los tejidos con menos 
demanda de pentosas fosfato y de poder reductor. 

E La primera fase de la ruta de las pentosas fosfato 
consiste en dos oxidaciones que convierten la glucosa 
6-fosfato en ribulosa 5-fosfato y reducen el NADP* a 
NADPH. La segunda fase comprende pasos no oxidati- 
vos que convierten pentosas fosfato en glucosa 6-fosfa- 
to, la cual empieza de nuevo el ciclo. 

Mi En la segunda fase, la transcetolasa (con TPP como 
cofactor) y la transaldolasa catalizan la interconversión 
de azúcares de tres, cuatro, cinco, seis y siete carbonos, 
con la conversión reversible de seis pentosas fosfato en 
cinco hexosas fosfato. En las reacciones asimiladoras de 
carbono de la fotosíntesis, los mismos enzimas catalizan 
el proceso inverso, denominado ruta reductora de las 
pentosas fosfato: la conversión de cinco hexosas fosfato 
en seis pentosas fosfato, 

E Un defecto genético de la transcetolasa que dismi- 
nuye su afinidad hacia el TPP agrava el síndrome de 
Wericke-Korsakoff. 

© La entrada de la glucosa 6-fosfato en la glucólisis o 
en la ruta de las pentosas fosfato está determinada 
mayoritariamente por las concentraciones relativas de 
NADP* y NADPH. 


2 Términos clave 
Todos los términos en negrita están definidos en el glosario. 


g£lucólisis aeróbica 545 
mutasas 550 


glucólisis 534 
fermentación 534 
fermentación del ácido 


láctico 537 
hipoxia 537 
fermentación etanólica tiamina pirofosfato 
(alcohólica) 537 (TPP) 555 
isozimas 538 gluconeogénesis 557 
acil fosfato 540 biotina 559 
fosforilación a nivel ruta de las pentosas 
de sustrato 543 fosfato 564 
fosforilación ligada ruta del 
a la respiración 543 fosfogluconato 564 
fosfoenolpiruvato ruta de la hexosa 
(PEP) 544 monofosfato 564 


E Problemas 


1. Ecuación de la fase preparatoria de la glucólisis Es- 
criba ecuaciones bioquímicas igualadas de todas las reacciones 
del catabolismo de la glucosa a dos moléculas de gliceraldehído 
3fosfato (fase preparatoria de la glucólisis) incluyendo la va- 
riación de energía libre estándar de cada ecuación. A continua- 
ción escriba la ecuación global o neta de la fase preparatoria de 
la glucólisis con la variación neta de energía libre estándar. 


2. Fase de beneficios de la glucólisis en el músculo es- 
quelético En el músculo esquelético activo en condiciones 
anaeróbicas, el gliceraldehído 3-fosfato se convierte en piru- 
vato (fase de beneficios de la glucólisis) y el piruvato se re- 
duce a lactato. Escriba ecuaciones bioquímicas igualadas de 
todas las reacciones de este proceso junto con la variación de 
energía libre estándar de cada una de ellas. A continuación 
escriba la ecuación global o neta de la fase de beneficios de la 
glucólisis (con el lactato como producto final) incluyendo la 
variación neta de energía libre estándar. 
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3. Transportadores GLUT Compare la localización de 
GLUTA con las de GLUT2 y GLUT3 y explique por qué estas 
localizaciones son importantes en la respuesta del músculo, 
tejido adiposo, cerebro e hígado a la insulina. 


4. Producción de etanol en la levadura Cuando crece 
anaeróbicamente sobre glucosa, la levadura (S. cerevisiae) 
convierte el piruvato en acetaldehído y a continuación reduce 
el acetaldehído a etanol utilizando electrones del NADH. Es- 
criba la ecuación de la segunda reacción y calcule su constante 
de equilibrio a 25°C, dados los potenciales de reducción están- 
dar de la Tabla 13-7. 


5. Energética de la reacción de la aldolasa La aldolasa 
cataliza la reacción glucolítica 


Fructosa 1,6-bisfosfato — 
gliceraldehído 3-fosfato + dihidroxiacetona fosfato 


La variación de energía libre estándar de esta reacción en la 
dirección escrita es +23,8 kJ/mol. La concentración de los tres 
intermediarios en el hepatocito de un mamífero son: fructosa 
1, 6-bisfosfato, 1,4 x 10*m; gliceraldehído 3-fosfato, 3 x 10m y 
dihidroxiacetona fosfato, 1,6 x 10m. A temperatura corporal 
(37°C) ¿cuál es la variación real de energía libre de la reacción? 


6. Ruta de los átomo en la fermentación Se lleva a cabo 
un experimento de “pulso y persecución” en un extracto de 
levadura utilizando fuentes de carbono marcadas con '*C en 
condiciones estrictamente anaeróbicas para producir etanol. 
El experimento consiste en incubar una pequeña cantidad de 
sustrato marcado con **C (el pulso) con el extracto de leva- 
dura sólo el tiempo justo para que cada intermediario de la 

tativa quede marcado. Se “persigue” a contimua- 
ción la marca a través de la ruta mediante la adición de un 
exceso de glucosa sin marcar. La persecución impide efectiva- 
mente la entrada de más glucosa marcada en la ruta. 

(a) Si se utiliza [1-**Clglucosa (glucosa marcada en el C-1 
con CG) como sustrato, ¿cuál es la localización del **C en el 
producto etanol? Explíquelo. 

(b) ¿En qué parte de la glucosa tendría que estar locali- 
zado el '*C de la molécula inicial de glucosa para asegurar que 
toda la actividad "C se libera en forma de “CO, durante la 
fermentación a etanol? Explíquelo. 


7. Calor a partir de las fermentaciones Los fermentado- 
res industriales a gran escala requieren, generalmente, un en- 
friamiento vigoroso. ¿Por qué? 


8. Fermentación para producir salsa de soja La salsa de 
soja se prepara fermentando una mezcla salada de semillas de 
soja y trigo junto con varios microorganismos, entre ellos la 
levadura, durante un período de 8 a 12 meses. La salsa resul- 
tante (después de eliminar los sólidos) es rica en lactato y 
etanol. ¿Cómo se forman estos dos productos? Es necesario 
eliminar el oxígeno del tanque de fermentación para que la 
salsa de soja no tenga un fuerte sabor a vinagre (el vinagre es 
ácido acético diluido). ¿Por qué? 


9. Equivalencia de las triosas fosfato A un extracto de le- 
vadura se añadió gliceraldehído 3-fosfato marcado con "C. Des- 
pués de un corto período de tiempo, se aisló fructosa 1,6-bisfosfato 
marcada con ''C en C-3 y CA. ¿Dónde se localizaba el '*C en el 
gliceraldheído 3-fosfato inicial? ¿De dónde procede el segundo 
“C que se encuentra en la fructosa 1,6-bisfosfato? Explíquelo. 


10. Cortocircuito de la gincólisis Suponga que descubre 
una levadura mutante cuya ruta glucolítica es más corta de- 
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bido a la presencia de un nuevo enzima que cataliza la reac- 
ción: 


NAD? NADH + H+ 


Gliceraldheido 3-fosfato + H,0 
3-fostoglicerato 


¿Sería un beneficio para la célula este acortamiento en la ruta 
glucolítica? Explíquelo. 


11. Función de la lactato deshidrogenasa Durante la ac- 
tividad vigorosa la demanda de ATP en el tejido muscular au- 
menta muchísimo. En el músculo de la pata de conejo o en el 
del ala de pavo, el ATP se produce de manera casi exclusiva 
por fermentación láctica. El ATP se produce en la fase de be- 
neficios de la glucólisis mediante dos reacciones, catalizadas 
por la fosfoglicerato quinasa y por la piruvato quinasa. Su- 
ponga que el músculo esquelético no tuviese lactato deshidro- 
genasa. ¿Podría llevar a cabo una actividad física intensa? O lo 
que es lo mismo, ¿podría la glucólisis generar ATP a gran velo- 
cidad? Explíquelo. 


12. Eficiencia de la producción de ATP en el músculo La 
transformación de glucosa en lactato en los miocitos, sólo des- 
prende un 7 % de la energía libre producida cuando la glucosa 
se oxida completamente a CO, y H,O. ¿Significa esto que la 
glucólisis anaeróbica del músculo representa un despilfarro de 
glucosa? Explíquelo. 


13. Variación de energía libre en ia oxidación de las trio- 
sas fosfato La oxidación del gliceraldehído 3-fosfato a 1,3-bis- 
fosfoglicerato, catalizada por la gliceraldehí fosfato 
deshidrogenasa, transcurre con una constante de ùre 
favorable (K'eq = 0,08; AG” = 6,3 kJ/mol) y, sin e el Auj 
a través de este punto de la ruta glucolfítica transcurre suave- 
mente. ¿Cómo supera la célula este equilibrio desfavorable? 


14. Envenenamiento por arseniato El arseniato es quí- 
mica y estructuralmente similar al fosfato inorgánico (P) ha- 
biendo muehos enzimas que requieren fosfato y que también 
utilizan el arseniato. No obstante, los compuestos orgánicos de 
arseniato son menos estables que los compuestos análogos de 
fosfato. Por ejemplo, los acil arseniatos se descomponen rápi- 
damente por hidrólisis: 


io 
R—C—O—As—0” + H0 — 
ò- 


O 
l 

R—C—0" + a dad + H+ 
ò- 


Por otro lado, los acil fosfatos, tales como el 1,3-bisfos- 
foglicerato, son más estables transformándose en las 
células por acción enzimática. 

(a) Pronostique el efecto sobre la reacción neta catalizada 
por la gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa si se reempla- 
zara el fosfato por arseniato. 

(b) ¿Cuál sería la consecuencia para un organismo si se 
sustituyese el fosfato por arseniato? El arseniato es muy tó- 
xico para la mayoría de organismos. Explíquelo. 


15. Necesidad de fosfato en la fermentación alco- 
hólica En 1906 Harden y Young realizaron una serie de estu- 
dios clásicos sobre la fermentación de la glucosa a etanol y CO, 


por extractos de levadura de cerveza e hicieron las siguientes 
observaciones. (1) El fosfato inorgánico era esencial para la 
fermentación; cuando se agotaba el suministro de fosfato ce- 
saba la fermentación antes de que se utilizase toda la glucosa. 
(2) Durante la fermentación en estas condiciones, se acumula- 
ban etanol, CO, y una hexosa bisfosfato. (3) Cuando se susti- 
tuía el fosfato por arseniato, no se acumulaba la hexosa 
bisfosfato pero transcurría la fermentación hasta que toda la 
glucosa se convertía en etanol y CO,. 

(a) ¿Por qué cesa la fermentación cuando se agota el su- 
ministro de fosfato? 

(b) ¿Por qué se acumulan etanol y CO,? ¿Es esencial la 
conversión del piruvato en etanol y CO,? ¿Por qué? Identifique 
la hexosa bisfosfato que se acumula. ¿Por qué se acumula? 

(c) ¿Por qué la sustitución del fosfato por arseniato im- 
pide la acumulación de la hexosa bisfosfato permitiendo, no 
obstante, que la fermentación a etanol y CO, sea completa? 
(Véase el problema 14) 


16. Papel de la vitamina niacina (nicotinamida). Un 
adulto durante una actividad física intensa necesita un aporte 
de unos 160 g de glúcidos diarios y de sólo unos 20 mg de nia- 
cina para una nutrición óptima. Conociendo el papel de la nia- 
cina en la glucólisis, ¿cómo se explicaría esta observación? 


17. Síntesis de glicerol fosfato El glicerol 3-fosfato nece- 
sario para la síntesis de glicerofosfolípidos puede sintetizarse a 
partir de un intermediario glucolítico. Proponga una secuencia 
de reacciones para esta conversión. 


18. Gravedad de los síntomas clínicos debidos a 
deficiencias enzimáticas Los síntomas clínicos de 
ctosemia (déficit de galactoquinasa o de 
ON eco. 1-fosfato uridililtransferasa), muestran 
una gravedad radicalmente diferente. Aunque ambos tipos 
provocan molestias gástricas después de la ingestión de leche, 
la deficiencia de la transferasa también conduce a disfunción 
hepática, renal, del bazo y cerebral y finalmente a la muerte. 
¿Qué productos se acumulan en la sangre y tejidos en cada 
déficit enzimático? Calcule las toxicidades relativas de estos 
productos a partir de la información precedente. 


19. Pérdida de masa muscular en la inanición Una conse- 
cuencia de la inanición es la reducción de la masa muscular. 
¿Qué les sucede a las proteínas musculares? 


20. Ruta de los átomos en la gluconeogénesis Un ex- 
tracto hepático que puede llevar a cabo todas las reacciones 
metabólicas normales del hígado se incuba brevemente en ex- 
perimentos separados con los siguientes precursores marca- 
dos con **C: 


o- 
Y 

(a) P**C]Bicarbonato, HO 
O 


(y) 11-c) A O 


Trace la ruta de cada precursor a través de la gluconeogénesis. 
Indique la localización del '*C en todos los intermediarios del 
proceso y en el producto glucosa. 


21. Coste energético de un ciclo de glucólisis y glucone- 
ogénesis ¿Cuál es el coste (en equivalentes de ATP) de 
transformar glucosa en piruvato a través de la glucólisis, y de 
nuevo piruvato en glucosa a través de la gluconeogénesis? 


22. Relación entre gluconeogénesis y glucólisis ¿Por qué 
es importante que la gluconeogénesis no sea el inverso exacto 
de la glucólisis? 


23. Energética de la reacción de la piruvato quinasa Ex- 
plique en términos bioenergéticos de qué modo la conversión 
de piruvato en fosfoenolpiruvato durante la gluconeogénesis 
supera la gran variación negativa de energía libre estándar de 
la reacción de la piruvato quinasa de la glucólisis. 


24. Sustratos glucogénicos Un procedimiento común para 
determinar la efectividad de compuestos como precursores de 
glucosa en mamíferos es hace ayunar al animal hasta que se 
han agotado los depósitos hepáticos de glucógeno y adminis- 
trando seguidamente la sustancia en cuestión. Un sustrato que 
lleva a un incremento neto del glucógeno hepático se deno- 
mina glucogénico porque debe convertirse primeramente en 
glucosa 6-fosfato. Muestre mediante reacciones enzimáticas 
conocidas cuáles de las siguientes sustancias son glucogéni- 
cas: 


(a) Succinato, “OOC—CH>,—CH,—CO00” 


(b) Glicerol, OH OHOH 
En —C—Ch, 
y 
(c) Acetil-CoA, 0 
CH¿—C—5S-CoA 
(d) Piruvato, QO 
cH, coo” 


(e) Butirato, 


CH¿—CH,—CH,5€807 
H 
25. El etanol afecta los a lGORÁSP ATION 


sangre El consumo de alcohol (etanol), especial- 
mente después de períodos de actividad vigorosa o después de 
no comer durante varias horas, produce una deficiencia de 
glucosa en sangre, lo que es conocido como hipoglucemia. El 
primer paso en el metabolismo del etanol en el hígado es la 
oxidación a acetaldehído, que está catalizada por la alcohol 
deshidrogenasa hepática: 


CH,CH,OH + NAD* CH,CHO + NADH + H* 


Explica de qué modo esta reacción inhibe la transformación de 
lactato en piruvato. ¿Por qué esto produce hipoglucemia? 


26. Niveles sanguíneos de lactato durante el ejercicio 
vigoroso El gráfico muestra la concentración de lactato en el 
plasma sanguíneo antes, durante y después de un sprint de 400 m 
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(a) ¿Cuál es la causa del rápido incremento en la concen- 
tración de lactato? 

(b) ¿Cuál es la causa del descenso en la concentración de 
lactato después del sprint? ¿Por qué la disminución es más 
lenta que el aumento? 

(c) ¿Por qué la concentración de lactato no es cero du- 
rante el estado de reposo? 


27. Relación entre la fructosa 1,6-bisfosfatasa y 
los niveles de lactato en sangre Un defecto congé- 
nito en el enzima hepático fructosa 1,6-bisfosfatasa da lugar a 
unos niveles anormalmente elevados de lactato en el plasma 
sanguíneo. Explíquelo. 


28. Efecto de la floridcina sobre el metabolismo de los 
glúcidos La floridcina, un glucósido tóxico de la corteza del 
peral, bloquea la reabsorción normal de la glucosa en el túbulo 
renal, provocando que prácticamente toda la glucosa de la 
sangre sea excretada en la orina. En un experimento, ratas 
alimentadas con floridcina y succinato sódico excretaron apro- 
ximadamente 0,5 moles de glucosa (producida en la gluconeo- 
génesis) por cada mol de succinato sódico ingerido. ¿Cómo se 
transforma el succinato en glucosa?. Explica la estequiorne- 
tría. 


OH 
HOCH; OH 
O 
OH H O 
HO H 
OH 
OH 
Floridcina 


29. Exceso de captación de O, durante la gluconeogéne- 
sis El lactato absorbido por el hígado se convierte en glucosa. 
Este proceso requiere el aporte de 6 moles de ATP por cada 
mol de glucosa producido. La cuantía de este proceso puede 
medirse en una preparación de hígado de rata mediante admi- 
nistración de ['*C)lactato y midiendo la cantidad de [**C]glu- 
cosa producida. Debido a que se conoce la estequiometría del 
consumo de O, y producción de ATP (unos 5 ATP por 0,) po- 
demos predecir el consumo extra de O, por encima de la tasa 
normal cuando se administra una cantidad dada de lactato. Sin 
embargo, cuando se mide la cantidad de O, extra utilizada en 
la síntesis de glucosa a partir del lactato es, en realidad, siem- 
pre más elevada que la pronosticada por las relaciones este- 
quiométricas conocidas. Sugiera una posible explicación para 
esta observación. 


30. Función de la ruta de las pentosas fosfato Si se utili- 
zase la oxidación de la glucosa 6-fosfato por la ruta de las pen- 
tosas fosfato principalmente para generar NADPH para la 
biosíntesis se acumularía el otro producto, ribosa 5-fosfato. 
¿Qué problemas podría causar esta situación? 


E Problema de análisis de Datos 


31. Diseño de un sistema de fermentación La fermenta- 
ción de materia vegetal para producir etanol y utilizarlo como 
combustible es un método potencial para reducir el uso de 
combustibles fósiles y así las emisiones de CO, que dan lugar 
al calentamiento global. Muchos microorganismos pueden de- 
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gradar la celulosa y a continuación fermentar la glucosa a eta- 
nol. No obstante, muchas fuentes potenciales de celulosa, 
incluidos residuos agrícolas, también contienen cantidades 
importantes de arabíinosa que no fermenta fácilmente. 


CHOH 
o-Arabinosa 


Escherichia coli puede fermentar la arabinosa a elanol, 
pero no tolera normalmente niveles elevados de etanol, lo que 
limita su utilidad en la producción comercial de etanol. Otra 
bacteria, Zymomonas mobilis, tolera niveles elevados de eta- 
nol pero no fermenta la arabinosa. Deanda, Zhang, Eddy y Pi- 
cataggio (1996) describieron sus esfuerzos para combinar las 
características más útiles de estos dos organismos introdu- 
ciendo los genes de los enzimas del metabolismo de la arabi- 
nosa de E. coli en Z. mobilis. 

(a) Por qué es ésta una estrategia más sencilla que la 
inversa: modificar Æ. coli para que tolere mejor el etanol? 

Deanda y colaboradores insertaron cinco genes de E. coli 
en el genoma de Z. mobilis: araA, que codifica la L-arabinosa 
isomerasa, que convierte L-arabinosa y ¿-ribulosa; araB, L-n- 
buloquinasa, que utiliza ATP para fosforilar L-ribulosa en C-5; 
arab, L-ribulosa 5-fosfato epimerasa, que interconvierte L-ri- 
bulosa 5-fosfato y L-xilulosa 5-fosfato; talB, transaldolasa y 
tktA, transcetolasa. 

Para cada uno de los tres enzimas ara, d 
mente la transformación química que cataliza y, donde sea po- 
sible, nombre un enzima descrito en este capítulo que lleve a 
cabo una reacción análoga. 

Los cinco genes de E. coli insertados en Z. mobilis permi- 
tieron la entrada de arabinosa en la fase no oxidativa de ruta 
de las pentosas fosfato (Fig, 14-23) en donde se convirtió en 
glucosa 6-fosfato y fermentó a etanol. 


(c) En que azúcar convirtieron finalmente la arabinosa los 

tres enzimas ara? 
(d) El producto del apartado (c) alimenta la ruta mostrada en 
la Figura 14-23. Combinando los cinco enzimas de E. coli se- 
ñalados anteriormente con los enzimas de esta ruta, describa 
la ruta global para la fermentación de seis moléculas de arabi- 
nosa a etanol. 

(e) ¿Cuál es la estequiometría de la fermentación de seis 
moléculas de arabinosa a etanol y CO,” ¿Cuantas moléculas de 
ATP esperaría que generase esta reacción? 

(fF) Z. mobilis utiliza un ruta ligeramente diferente para la 
fermentación de etanol de la descrita en este capítulo. El re- 
sultado es que sólo se produce 1 ATP por molécula de arabi- 
nosa. Aumque ellos es menos beneficioso para la bacteria, es 
mejor para la producción de etanol. ¿Por qué? 

Otro azúcar que se encuentra frecuentemente en la materia 
vegetal es la xilosa. 


b 4 


— C —OH 


CHOH 
D-xilosa 


(g) ¿Qué otros enzimas debería introducir en la cepa de Z. 
mobilis antes descrita para que pudiese utilizar tanto xilosa 
como arabinosa para producir etanol? No es necesario que 
nombre los enzimas (¡puede que incluso no existan en el 

do real!); dé solamente las reacciones que habrían de ca- 
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15.5 o de la a SPUNA 


a regulación metabólica, uno de los temas centra- 

les de la bioquímica, es una de las características 

más notables de los organismos vivos. De los 
millares de reacciones catalizadas enzimáticamente 
que pueden tener lugar en la célula, es probable que no 
haya ninguna que se escape de una forma u otra de 
regulación. Esta necesidad de regular cada aspecto del 
metabolismo celular resulta clara cuando se examina la 
complejidad de las secuencias de reacciones metabóli- 
cas. Aunque es conveniente para el estudiante de bio- 
química dividir los procesos metabólicos en “rutas” que 
juegan papeles coneretos en la economía celular, tal 
separación no existe en la célula viva. Por el contrario, 
cada una de las rutas que se examinan en este libro 
está inextricablemente entrelazada con todas las 
demás rutas celulares en una red multidimensional de 
reacciones (Fig. 15-1). Por ejemplo, en el Capítulo 14 
describimos cuatro posibles destinos para la glucosa 
6-fosfato en un hepatocito: degradación por la glucó- 
lisis para la producción de ATP, degradación por la ruta 
de las pentosas fosfato para la producción de NADPH 
y pentosas fosfato, utilización en la síntesis de polisa- 
cáridos complejos de la matriz extracelular, o hidrólisis 
a glucosa y fosfato para reponer la glucosa sanguínea. 
De hecho, la glucosa 6-fosfato tiene también otros des- 
tinos posibles en el hepatocito; puede, por ejemplo, 
utilizarse para sintetizar otros azúcares, tales como 
glucosamina, galactosa, galactosamina, fucosa y ácido 
neuramínico, para utilizarse en la glucosilación de pro- 
teínas, o puede ser degradada parcialmente para pro- 
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porcionar acetil-CoA para la síntesis de ácidos grasos y 
esteroles. La bacteria Escherichia coli puede utilizar 
la glucosa para producir el esqueleto carbonado de 
cada una de sus varios millares de moléculas diferen- 
tes. Cuando una célula utiliza la glucosa 6-fosfato para 
un fin determinado, tal “decisión” afecta a todas las 
demás vías en las que la glucosa 6-fosfato es un precur- 
sor o intermediario; cualquier cambio en la asignación 


TL 6-fosfato a una ruta afecta, directa o indi- 


te, el flujo de metabolito a través de todas las 
demás. a 

Tales cambios en la asignación son comunes en la 
vida de una célula. Louis Pasteur fue el primero en des- 
cribir el gran incremento, más de 10 veces, en el consu- 
mo de glucosa por un cultivo de levadura cuando pasa- 
ba de condiciones aeróbicas a anaeróbicas. Este “efecto 
Pasteur” se produce sin un cambio significativo de la 
concentración de ATP o de la mayoría de los centenares 
de intermediarios metabólicos y productos derivados de 
la glucosa. Un cambio similar tiene lugar en las células 
del músculo esquelético cuando un esprínter realiza la 
salida. La capacidad de una célula para llevar a cabo 
simultáneamente estos procesos metabólicos entrelaza- 
dos (obteniendo cada producto en la cantidad necesaria 
en el momento adecuado, en presencia de perturbacio- 
nes importantes desde el exterior y sin generar produc- 
tos de desecho) es un logro asombroso. 

En este capítulo analizaremos el metabolismo de la 
glucosa con el fin de ilustrar algunos principios genera- 
les de la regulación metabólica. En primer lugar consi- 
deraremos los papeles generales de la regulación para 
alcanzar la homeostasis metabólica e introduciremos el 
análisis del control metabólico, un sistema para tratar 
cuantitativamente interacciones metabólicas complejas. 
A continuación describiremos las propiedades regula- 
doras específicas de los enzimas individuales que parti- 
cipan en el metabolismo de la glucosa; en el caso de la 
glucólisis y de la gluconeogénesis las actividades catalí- 
ticas de sus enzimas se describieron en el Capítulo 14. 
Aquí también discutiremos las propiedades catalíticas y 
reguladoras de los enzimas de la síntesis y degradación 
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FIGURA 15-1 Metabolismo en forma de malla tridimensional. Una 
célula eucariótica típica tiene la capacidad de sintetizar unas 30.000 
proteínas diferentes que catalizan miles de reacciones diferentes en las 
que intervienen muchos centenares de metabolitas, la mayoría compar- 
tidos por más de una “ruta”. En esta visión general muy simplificada de 
las rutas metabólicas cada punto representa un compuesto intermedia- 
rio y cada línea de conexión representa una reacción enzimática. Para un 


del glucógeno, uno de los casos mejor estudiados de 
regulación metabólica. Observe que al seleccionar el 
metabolismo glucídico para ilustrar los principios de la 
regulación metabólica, hemos separado de forma artifi- 
cial el metabolismo de las grasas y de los glúcidos. De 
hecho, estas dos actividades están estrechamente inte- 
gradas tal como veremos en el Capítulo 23. 


15.1 Regulación de las rutas 
metabólicas 


Las rutas del metabolismo de la glucosa proporcionan, 
en la dirección catabólica, la energía esencial para opo- 
nerse a las fuerzas de la entropía y, en la dirección ana- 
bólica, precursores biosintéticos y una forma de almace- 
namiento de energía metabólica. Estas reacciones son 
tan importantes para la supervivencia que han apareci- 
do mecanismos reguladores muy complejos para asegu- 
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diagrama det metabolismo mucho más complejo y realistico veáse la 
base de datos online PATHWAY de KEGG (www.genome.ad.¡p/kegg/ 
pathway/map/map01100.htmI); en este mapa interactivo se puede clicar 
sobre cada punto para obtener datos ampliados sobre el compuesto y 
los enzimas para los que es sustrato. [Fuente: www.genome.ad.j¡o/kegg/ 
pathway/map/mapOTIDO.html]. 


rar que los metabolitos transcurren a través de cada 
ruta en la dirección correcta y a la velocidad también 
correcta para satisfacer exactamente las circunstancias 
cambiantes de la célula o del organismo. Mediante 
diversos mecanismos que actúan a escalas de tiempo 
diferentes se producen los ajustes adecuados en la velo- 
cidad del flujo metabólico a través de toda la ruta cuan- 
do se producen cambios en las circunstancias externas. 

A veces, las circunstancias cambian de manera 
espectacular. Por ejemplo, la demanda de producción 
de ATP en el músculo volador de un insecto puede 
aumentar en un factor de 100 en unos pocos segundos 
cuando el insecto se pone a volar. En los humanos, la 
disponibilidad de oxígeno puede disminuir debido a la 
hipoxia (disminución en el suministro de oxígeno a los 
tejidos) o en la isquemia (descenso en el flujo de sangre 
a los tejidos). La euración de heridas requiere grandes 
cantidades de energía y precursores biosintéticos. Las 


proporciones relativas de glúcido, grasa y proteína en la 
dieta varían de comida a comida y el suministro de com- 
bustibles obtenidos de la dieta es intermitente, lo que 
requiere ajustes metabólicos entre comidas y durante 
los períodos de inanición. 


Las células y organismos mantienen un estado 
estacionario dinámico 


Combustibles tales como la glucosa entran en una célu- 
la y productos de desecho tales como el CO,, salen de la 
misma, pero la masa y la composición aproximada de 
una célula, órgano o animal típicos no cambian de 
manera apreciable con el transcurso del tiempo; las 
células y los organismos existen en un estado estaciona- 
rio dinámico. Para cada reacción metabólica en una 
ruta, el sustrato es proporcionado por la reacción prece- 
dente a la misma velocidad a la que se convierte en 
producto. Así, aunque la velocidad (v) del flujo metabó- 
lico, o flujo, a través de este paso de la ruta pueda ser 
alto y variable, la concentración del sustrato, S, perma- 
nece constante. Así para la reacción en dos pasos 
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cuando v, = v, [S] es constante. Por ejemplo, los cam- 
bios en v, para la entrada de glucosa de diversos oríge- 
nes en la sangre se equilibran mediante cambios en v, 
para la captación de glucosa de la sangre en los diver- 
sos tejidos, de modo que la concentración de glucosa 
sanguínea ([S]) se mantiene aproximae 

tante en 5 mm. Esto es la homeostasis t 

lar. El fallo en los mecanismos hole { Re 
encuentra a menudo en la raíz de las erfiemadados 
humanas. En la diabetes mellitus, por ejemplo, la regu- 
lación de la concentración de glucosa sanguínea es 
defectuosa a consecuencia de la falta de insulina o de 
sensibilidad a la misma, lo que acarrea consecuencias 
médicas graves. 

Cuando la perturbación externa no es meramente 
transitoria, o cuando una clase de célula se desarrolla 
dando otra, los ajustes en la composición y el metabo- 
lismo celulares pueden ser más grandes pudiendo 
requerir cambios significativos y duraderos en la adju- 
dicación de energía y precursores sintéticos para lograr 
un nuevo estado estacionario dinámico. Considere, por 
ejemplo, la diferenciación de las células madre de la 
médula ósea en eritrocitos. La célula precursora contie- 
ne un núcleo, mitocondrias y muy poca hemoglobina, si 
la hay, mientras que el eritrocito totalmente diferencia- 
do contiene cantidades enormes de hemoglobina pero 
no tiene núcleo ni mitocondrias; la composición celular 
ha cambiado de manera permanente en respuesta a 
señales de desarrollo externas, con los cambios consi- 
guientes en el metabolismo. Esta diferenciación celu- 
lar requiere una regulación precisa de los miveles de 
proteínas celulares. 

En el transcurso de la evolución, los organismos 
adquirieron una colección notable de mecanismos regu- 
ladores para mantener la homeostasis a los niveles 
molecular, celular y del organismo reflejada en la pro- 
porción relativa de genes que codifican la maquinaría 
reguladora. En los humanos unos 2.500 genes (-12% de 
todos los genes) codifican proteínas reguladoras, entre 
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las que se encuentran una serie de receptores, regula- 
dores de la expresión génica y ¡más de 800 proteína 
quinasas diferentes! En muchos casos, los mecanismos 
reguladores se solapan: un enzima está sujeto a regula- 
ción por varios mecanismos diferentes. 


Se pueden regular tanto la cantidad como la actividad 
catalítica de un enzima 


El flujo a través de una reacción catalizada por un enzi- 
ma puede modularse mediante cambios en el número 
de moléculas de enzima o mediante cambios en la acti- 
vidad catalítica de cada molécula enzimática ya pre- 
sente. Tales cambios tienen lugar en escalas de tiempo 
que van desde milisegundos a muchas horas, en res- 
puesta a señales desde el interior o el exterior de la 
célula. Los cambios alostéricos, que son muy rápidos, se 
desencadenan generalmente de forma local mediante 
cambios en la concentración local de un molécula 
pequeña, un sustrato de la ruta en la que la reacción es 
un paso (glucosa en la glucólisis, por ejemplo), un pro- 
ducto de la ruta (ATP de la glucólisis) o un metabolito 
o cofactor clave (tal como el NADH) que indica el esta- 
do metabólico de la célula. Los segundos mensajeros 
(tales como AMP cíclico y Ca?) generados intracelular- 
mente en respuesta a señales extracelulares (hormo- 
nas, citoquinas, etc.) también intervienen en la regula- 
ción alostérica, en una escala de tiempo ligeramente 
más lenta impuesta por la velocidad del mecanismo de 
transducción de señal (véase el Capítulo 12). 

Las señales extracelulares (Fig. 15-2, @) pueden 


OT (insulina o adrenalina, por ejeriplo) o 
(acetilcolina), o pueden ser factores de 


crecimiento o citoquinas. El número de moléculas de 
un enzima dado en una célula es función de las veloci- 
dades relativas de síntesis y de degradación de dicho 
enzima. La velocidad de síntesis puede ajustarse por la 
activación (en respuesta a alguna señal exterior) de un 
factor de transcripción (Fig. 15-2, (Y; descrita con más 
detalle en el Capítulo 28), Los factores de transcrip- 
ción son proteínas nucleares que, al activarse, se unen 
a regiones específicas del DNA (elementos de res- 
puesta) cerca del promotor de un gen (su punto de 
inicio de la transcripción) activando o reprimiendo la 
transcripción del gen, lo que lleva a un aumento o dis- 
minución de la síntesis de la proteína codificada. La 
activación de un factor de transcripción es, a veces, el 
resultado de su unión a un ligando específico y otras 
veces consecuencia de su fosforilación o desfosforila- 
ción. Cada gen está controlado por uno o más elemen- 
tos de respuesta que son reconocidos por factores de 
transcripción específicos. Los genes que tienen varios 
elementos de respuesta son, por tanto, controlados por 
varios factores de transcripción con lo que responden a 
varias señales diferentes. Grupos de genes que codifi- 
can proteínas que actúan conjuntamente, tales como 
los enzimas de la glucólisis o de la gluconeogénesis, a 
menudo comparten secuencias de elementos de res- 
puesta comunes, de modo que una única señal, que 
actúa a través de un factor de transcripción determina- 
do, activa o inhibe todos estos genes conjuntamente. 
La regulación del metabolismo de los glúcidos por fac- 
tores de transcripción específicos se examina en la 
Sección 15.3. 
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FIGURA 15-2 Factores que afectan la actividad de los enzimas. La 
actividad total de un enzima puede cambiarse mediante alteración del 
núrnero de sus moléculas en la célula o su actividad efectiva en un com- 


La estabilidad de los mRNA (Or A 
tencia a la degradación por las ribonucleasas celulares 
(Fig. 15-2, @), varía de modo que la cantidad de un 
mRNA dado en la célula es una función de sus velocida- 
des de síntesis y degradación (Capítulo 26). La veloci- 
dad a la que se traduce un mRNA a proteína en el ribo- 
soma (Fig. 15-2, @) también está regulada y depende 
de varios factores descritos detalladamente en el Capí- 
tulo 27. Observe que un incremento de n veces en un 
mRNA no siempre significa un incremento de n veces 
de su producto proteico. 

Una vez sintetizadas, las moléculas de proteína tie- 
nen una vida finita, que puede ir de minutos a muchos 
días (Tabla 15-1). La velocidad de degradación proteica 
(Fig. 15-2, @) difiere de un enzima a otro y depende de 
las condiciones celulares. Algunas proteínas son marca- 
das para su degradación en proteasomas mediante 
unión covalente de ubiquitina, tal como se discute en el 
Capítulo 27 (véase, por ejemplo, el caso de la ciclina en 
la Fig. 12-35). El recambio rápido (síntesis seguida de 
degradación) es caro energéticamente, pero las proteí- 
nas con una vida corta pueden alcanzar nuevos niveles 
de estado estacionario mucho más rápidamente que las 
que tienen una vida larga; el beneficio de esta capacidad 
de respuesta rápida debe equilibrar o superar el coste 
para la célula. 

Aún otra forma de alterar la actividad efectiva de 
un enzima es secuestrar el enzima y su sustrato en com- 
partimientos diferentes (Fig. 15-2, @). En el músculo, 
por ejemplo, la hexoquinasa no puede actuar sobre la 
glucosa hasta que el azúcar entra en el miocito proce- 
dente de la sangre al tiempo que la velocidad a la que 
entra depende de la actividad de transportadores de 
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partimiento subce'ular (6) a @), o modulando la actividad de las molé- 
culas existentes E?) 2 D), tal como se detalla en el texto. Un enzima 
puede ser influido por una combinación de tales factores. 


ATA AN: la Tabla 11-3) de la membrana plasmáti- 


ca. En el mterior de las células, compartimientos limita- 
dos por membranas segregan ciertos enzimas y sistemas 
enzimáticos y el transporte de sustratos a estos compar- 
timientos puede constituir el factor limitante de la 
acción enzimática. 

Como resultado de estos diversos mecanismos 
para regular la concentración de enzima, las células 
pueden cambiar de manera espectacular su dotación 
de enzimas en respuesta a variaciones en las circuns- 
tancias metabólicas. En los vertebrados, el hígado es el 
tejido más adaptable; por ejemplo, un cambio en la 
dieta desde una elevada cantidad de glúcidos a alta 
cantidad de lípidos, afecta la transcripción de centena- 
res de genes y, de ahí, la concentración de centenares 
de proteínas. Estos cambios globales en la expresión 
génica se pueden cuantificar mediante el uso de 
microchips de DNA (véase la Fig. 9-23) que ponen de 
manifiesto la dotación completa de los mRNA presen- 
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Vida media promedio 
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tes en un tipo celular o tejido dado (el transcripto- 
ma) o mediante electroforesis bidimensional en gel 
(véase la Fig. 3-21) que pone de manifiesto la dotación 
proteica de un tipo celular u órgano (su proteoma). 
Ambas técnicas proporcionan muchos conocimientos 
sobre la regulación metabólica. El efecto de cambios 
en el proteoma es a menudo un cambio en el conjunto 
total de metabolitos de baja masa molecular, el meta- 
boloma (Fig. 15-3). El metaboloma de E. coli cuan- 
do crece en glucosa está dominado por unas pocas 
clases de metabolitos: glutamato (49% ); nucleótidos 
(principalmente ribonucleósidos trifosfato) (15%); 
intermediarios de la glucólisis, ciclo del ácido cítrico y 
ruta de las pentosas fosfato (rutas centrales del meta- 
bolismo del carbono) (15%) y cofactores redox y glu- 
tationes (9%). 

Cuando los mecanismos reguladores que intervie- 
nen en la síntesis y degradación de proteínas han pro- 
ducido un cierto número de moléculas de cada enzima 
en una célula, la actividad de estos enzimas aún puede 
ser regulada de otras maneras: por la concentración de 
sustrato, la presencia de efectores alostéricos, modifica- 
ciones covalentes o unión de proteínas reguladoras, 
todas las cuales pueden cambiar la actividad de una 
molécula individual de enzima (Fig. 15-2, Y a ®). 

Todos los enzimas son sensibles a la concentración 
de su sustrato(s) (Fig. 15-2, @). recuerde que en el 
caso más sencillo (un enzima que siga la cinética de 
Michaelis-Menten), la velocidad inicial de la reacción es 
la mitad de la máxima cuando el sustrato está presente 
a una concentración igual a K_ (es decir, cuando el enZ 
ma está semisaturado con el sustrato!) 
disminuye a [S] más bajas y cando [S] << ; 
de la reacción depende de [S] de manera lineal. 

La relación entre [S] y K es importante porque las 
concentraciones intracelulares de sustrato son a menu- 
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FIGURA 15-3 Metaboloma de E. coli creciendo sobre glucosa. Resu- 
men de las cantidades de 103 metabolitos medidos mediante una com- 
binación de cromatografía líquida y espectrometría de masas en tándem 
(LC-MS/MS). [Fuente: Datos de B. D. Bennett et al., Nature Chem. Biol. 
5:593, 2009, Fig. 1). 
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FIGURA 15-4 Comparación entre la K_ y la concentración de sustrato 
de diversos enzimas metabólicos. Se representan las concentraciones 
medidas de metabolitos en £. coli que crece sobre glucosa, frente a la K_ 
conocida de enzimas que consumen dicho metabolito. La línea continua 
es la línea de unidad (en la que la concentración de metabolito = K), y 
las líneas a trazos denotan cada una una desviación de diez veces res- 
pecto a la línea de unidad. [Fuente: Datos de B, D. Bennett et al., Nature 
Chem. Biol. 5:593, 2009, Fig. 2]. 


do del mismo orden, o más bajas, que la K. La actividad 
de la hexoquinasa, por ejemplo, cambia con la [glucosa] 

EM) ] intracelular varía con la concentración de 
glucosa de la sangre. Tal como veremos, las diferentes 
formas (isozimas) de la hexoquinasa tienen diferentes 
valores de K „y quedan, por tanto, afectadas de manera 
diferente con los cambios de la [glucosa] intracelular, de 
maneras que tienen sentido fisiológico. Para diversas 
reacciones de transferencia de fosforilo y reacciones 
redox que utilizan NADPH o NAD”, la concentración de 
metabolito es muy superior a la K , (Fig. 15-4); no es 
probable que estos cofactores sean los factores limitan- 
tes de velocidad en tales reacciones. 


EJEMPLO PRÁCTICO 15-1 Actividad de un transportador 
de glucosa 


Si K, (el equivalente de K „) para el transportador hepá- 
tico de glucosa (GLUT2) es 40 mm, calcule el efecto 
sobre la velocidad de flujo de glucosa al interior de un 
hepatocito al incrementar la concentración de glucosa 
de 3 mm a 10 mm. 7 


Solución: Utilizamos la Ecuación 11-1 para encontrar la 
velocidad inicial (flujo) de captación de glucosa 


y, = VmaxlSlow 
° Ki + [Sho 


A glucosa 3 mm 


Vo = Vmax(3 mm)/(40 mm + 3 mm) 
= Vmax(3 MW43 mm) = 0.07 Vmax 
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A glucosa 10 mm 


Vo = Vinax (10 mm)/(40 mm + 10 mM) 
= Vmax (10 mm/50 mm) = 0.20 Vmax 


Por tanto, un incremento de glucosa de 3 mu a 10 mm 
incrementa la velocidad de entrada de glucosa en el 
hepatocito en un factor 0,20/0,07 = 3. 


Se puede aumentar o disminuir la actividad enzimá- 
tica mediante un efector alostérico (Fig. 15-2, @; véase 
la Fig. 6-35). De forma típica los efectores alostéricos 
convierten la cinética hiperbólica en cinética sigmoidea, 
o viceversa (véase la Fig. 15-16b, por ejemplo). En la 
parte con pendiente más pronunciada de la curva sig- 
moidea, un pequeño cambio en la concentración de 
sustrato, o de efector alostérico, puede tener un gran 
impacto en la velocidad de reacción. Recuerde del Capí- 


tulo 5 que la cooperatividad de una proteína alostérica 


se puede expresar con el coeficiente de Hill; cuanto más 
elevado el coeficiente mayor es la cooperatividad. Para 
un enzima alostérico con un coeficiente de Hill de 4, la 
actividad aumenta desde el 10% de V, al 90% de V n 
con sólo un incremento de 3 veces en [S], comparado 
con el incremento de 81 veces en {S} para un enzima sin 
efectos cooperativos (coeficiente de Hill de 1; Tabla 
15-2). 

Las modificaciones covalentes de enzimas u otras 
proteínas (Fig. 15-2; @) tienen lugar en segundos o 
minutos después de recibir una señal regu 


va fo 
forilación (Fig. 15-5); hasta la mitad de las proteínas 
de una célula eucariótica se fosforilan en algunas cir- 
cunstancias. La fosforilación por una proteína quinasa 
específica puede alterar las características electrostáli- 
cas del sitio activo de un enzima, producir el movimien- 
to de una región inhibidora de la proteína enzimática 
hacia fuera del sitio activo, alterar la interacción del 
enzima con otras proteínas o forzar cambios de confor- 
mación que se traducen en cambios de Vins 0 de Ka 
Para que la modificación covalente sea útil en la regula- 
ción, la célula debe ser capaz de volver el enzima altera- 
do a su condición de actividad original. Una familia de 
fosfoproteína fosfatasas, algunas de las cuales como 


Relación entre el coeficiente 

de Hill y el efecto de la 
entración de sustrato 

sobre la velocidad de reacción 


TABLA 15 -2 


en los enzimas alostéricos 


Cambio en [S] requerido para aumentar V, 
desde 10% a 90% de Y... 


0,5 X6.600 


TS 


Proteina 
sustrato 


OH 


FIGURA 15-5 Fosforilación y desfosforilación de proteínas. Las pro- 
teína quinasas transfieren un grupo fosforilo desde el ATP a residuos Ser, 
Thr, o Tyr en un enzima u otros sustratos proteicos. Las proteína fosfata- 
sas eliminan el grupo fosforilo en forma de P, 


mínimo también están sujetas a regulación, catalizan la 
desfosforilación de proteínas. 

Finalmente, muchos enzimas están regulados por 
asociación y disociación de otra proteína reguladora 
(Fig. 15-2, @). Por ejemplo, la proteína quinasa depen- 
diente de AMP cíclico (PKA; véase la Fig. 12-6) es inac- 
tiva hasta que el cAMP separa las subunidades catalíti- 
cas del enzima de las reguladoras. 

estos diversos mecanismos que alteran el flujo a 
través de un paso de una ruta metabólica no son mutua- 
mente excluyentes. Es muy frecuente que un mismo 
enzima esté regulado a nivel de la transcripción así 
eE por mecanismos alostéricos y covalentes. La com- 
orciona una regulación rápida, suave y 
puesta a un gran número de perturbacio- 
nes y señales. 

En la discusión que sigue, es útil pensar que los 
cambios en la actividad enzimática sirven para llevar a 
cabo dos funciones distintas aunque complementarias. 
Utilizamos el término regulación metabólica para 
referirnos a procesos que sirven para mantener la 
homeostasis a nivel molecular, para mantener algún 
parámetro celular (concentración de un metabolito por 
ejemplo) en un estado estacionario a lo largo del tiem- 
po, aun cuando cambie el flujo de metabolitos a través 
de cambios en la ruta. El término control metabólico 
se refiere a un proceso que conduce a una variación en 
el rendimiento de una vía metabólica durante el tiempo 
en respuesta a alguna señal exterior o cambio en las 
circunstancias externas. La distinción, aunque útil, no 
es siempre fácil de reconocer. 


En las células las reacciones lejos del equilibrio 
constituyen puntos comunes de regulación 


En algunos pasos de una ruta metabólica, la reacción 
está próxima al equilibrio dentro de la célula en su esta- 
do estacionario dinámico (Fig. 15-6). El flujo neto de 
metabolitos a través de estos pasos es la pequeña dife- 
rencia entre las velocidades de las reacciones directa e 
inversa, velocidades que son muy similares cuando la 
reacción está próxima al equilibrio. Pequeños cambios 
en la concentración de sustrato o de producto pueden 
dar lugar a grandes variaciones en la velocidad neta y 
pueden, incluso, cambiar la dirección del flujo neto. 
Podemos identificar estas reacciones próximas al equi- 
librio en un célula comparando su razón de acción de 


© o © 
Y = 10.01 Y = 200 Y = 500 
— == l AA 
Y = 0.01 Y = 190 Y = 490 
velocidad neta: 10 10 10 


FIGURA 15-6 Etapas cerca del equilibrio y lejos del equilibrio en una 
ruta metabólica. Las etapas @y O) de esta ruta están cerca del equili- 
brio en la célula; en cada paso su velocidad (V) en el sentido directo es 
sólo ligeramente superior a la velocidad en el sentido inverso por lo que 
la velocidad directa neta (10) es relativamente baja y la variación de 
energía libre AG'es próxima a cero. Un aumento en la [C] o [D] puede 
invertir la dirección de estos pasos. El paso @ se mantiene en la célula 
lejos del equilibrio; su velocidad en el sentido directo es mucho mayor 
que en el inverso. La velocidad neta del paso E) (10) es mucho mayor 
que la velocidad inversa (0,01) siendo idéntica a las velocidades netas 
de los pasos (2) y O) cuando la ruta está funcionando en estado estacio- 
nario. El paso @ tiene una AG'grande y negativa. 


masas, Q, con la constante de equilibrio de la reacción 
K e Recuerde que para la reacción A + B — C +D, Q= 
[CHDV[A][B]. Cuando Q y K se encuentran dentro de 
1 ó 2 órdenes de magnitud, la reacción está cerca del 
equilibrio. Éste es el caso en seis de las diez reacciones 
de la mta glucolítica (Tabla 15-3). 

Otras reacciones están lejos del equilibrio en la 
célula. Por ejemplo, la k” e de la reacción de la fosfofruc- 
toquinasa-1 (PFK-1) es alrededor de 1000, pero Q 
([fructosa 1,6-bisfosfato][ADPY[fructosa 6-fosfato] 
[ATP]) en un hepatocito en el estado estacionario es 
alrededor de 0,1 (Tabla 15-3). Esto es debido a que la 
reacción está tan lejos del equilibris,s E 
exergónico en condiciones celulare 


TABLA 15-3 


libre de los enzimas del m 


Hexoquinasa 1 x 103 2x 10? 
PFK-] 1.0 x 10° 9 x 102 
Aldolasa 10x10*%*  1,2x0* 
Triosa fosfato isomerasa 4 x 102 t 

| Gliceraldehído 3-fosfato 

| deshidrogenasa + 

 fosfoglicerato quinasa 2 x10 6 x 10 
Fosfoglicerato mutasa 1x 10" 1x 10" 
Enolasa 3 2.9 
Piruvato quinasa 2 x 10* 7x 10" 
Fosfoglucosa isomerasa 4x10"  31x10" 
Piruvato carboxilasa + PEP 
carboxiquinasa T 1 x 10” 
Glucosa 6-fosfatasa 8.5 x 10? 1,2 x 10? 


Fuente: K’. y Q se han tomado de Newsholme, E.A. y Start, C. (1973) Regulation in Metabolism, Wiley Press, New York, pp. 97, 263. AG' y AG” se 


calcularon a partir de estos datos. 


Constantes de pr coeficientes de acción 
etabolismo glucidic 


15.1 Regulación de las rutas metabólicas 579 


del equilibrio porque, en las condiciones para el sustra- 
to, producto y efector que prevalecen en la célula, la 
velocidad de conversión de la fructosa 6-fosfato en fruc- 
tosa 1,6-bisfosfato está limitada por la actividad de la 
PFK-1, la cual, a su vez, está limitada por el número de 
moléculas de PFK-1 presentes y por las acciones de 
efectores alostéricos. Así la velocidad hacia adelante 
neta de la reacción catalizada enzimáticamente es igual 
al flujo neto de intermediarios glucolíticos a través de 
otros pasos en la ruta mientras que el flujo inverso a 
través de la PFK-1 permanece próximo a cero. 

La célula no puede permitir que las reacciones con 
constantes de equilibrio grandes alcancen el equilibrio. 
Si la [fructosa 6-fosfato], [ATP] y [ADP] en la célula se 
mantuviesen en sus valores normales (concentración 
milimolar baja) y se permitiese que la reacción de la 
PFK-1 alcanzase el equilibrio por un aumento en la 
[fructosa 1,6-bisfosfato], la concentración de fructosa 
l 6-bisfosfato aumentaría al nivel molar lo que causaría 
estragos osmóticos en la célula. Considérese otro caso: 
si se permitiese que la reacción ATP — ADP + P, se 
acercase al equilibrio en la célula, la variación de ener- 
gía libre real (AG) para esta reacción (AG; véase el 
Ejemplo práctico 13-2, p. 519) se acercaría a cero con lo 
que el ATP perdería el elevado potencial de transferen- 
cia del grupo fosforilo que lo hace valioso para la célula. 
Es, por tanto, esencial que los enzimas que catalizan la 
rotura del ATP y otras reacciones muy exergónicas en 
una célula sean sensibles a la regulación, de modo que 
cuando circunstancias externas fuerzan cambios meta- 
bólicos se ajuste el flujo a través de estos enzimas para 


(Sa que la [ATP] permanece muy por encima de su 
e 


equilibrio. Cuando se producen tales cambios 


raciones de energia 


8x 10? No -17 -27 
3x10 No -14 -23 
9 x 10% Yes +24 6,0 
2.4 x 10" Yes +7,5 +3,8 
9.0 Yes -13 +3,5 
1,2 x 107 Yes +4.4 +0,6 
1.4 Yes —3,2 0,5 
40 No 31 -17 
24x10! Yes +2,2 -1,4 
e No -5,0 -23 
me Yes -17 —5,0 


Con el fin de simplificar, cualquier reacción para la que el valor absoluto de la AG” calculada es inferior a 6 se considera próxima al equilibrio. 


Datos no disponibles. 
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metabólicos, se ajustan las actividades enzimáticas de 
todas las rutas interconectadas para mantener estos 
pasos críticos lejos del equilibrio. Así, no debe sorpren- 
der que muchos enzimas (tales como la PFK-1) que 
catalizan reacciones muy exergónicas estén sujetas a 
una serie de sutiles mecanismos de regulación. La mul- 
tiplicidad de estos ajustes es tan grande que dej examen 
de las propiedades de cualquier enzima de una ruta no 
podemos predecir si este enzima tiene una influencia 
fuerte sobre el flujo neto de la ruta completa. Se puede 
realizar una aproximación a este problema complejo 
mediante análisis del control metabólico tal como se 
describe en la Sección 15.2. 


Los nucleótidos de adenina juegan un papel especial 
en la regulación metabólica 


Después de la protección de su DNA contra las lesiones, 
quizá nada es más importante para una célula que man- 
tener constante el suministro y concentración de ATP. 
Muchos enzimas que utilizan ATP tienen valores de £ 
entre 0,1 y 1 mm siendo la concentración de ATP en una 
célula típica alrededor de 5 mm (Fig. 15-4). Si la [ATP] 
disminuyese significativamente, estos enzimas no esta- 
rían totalmente saturados por su sustrato (ATP) y dis- 
minuiría la velocidad de centenares de reacciones en las 
que interviene el ATP (Fig. 15-7), probablemente, la 
célula no sobreviviría a este efecto cinético sobre tantas 
reacciones. 

Existe además un importante efecto termodinámi- 
co, a causa de la menor [ATP]. Debido a Si TP se 
convierte en ADP o AMP, cuando se * 
zar trabajo celular, la razón LATPVIADP! ı A 
damente todas las reacciones que emplean estos cofac- 
tores. Lo mismo es cierto para otros cofactores impor- 
tantes, tales como NADH/NAD* y NADPH/NADP”. Por 
ejemplo, considere la reacción catalizada por la hexo- 
quinasa: 


ATP + glucosa —> ADP + glucosa 6-fosfato 


(ADP Jeq [glucosa 6-fosfato] eq 


=2 X 10° 
[ATP]e [glucosa leg K 


Kea = 


Velocidad inicial, Y (unidades arbitrarias) 


5 10 15 20 25 30 35 40 
Concentración de ATP [mm] 


FIGURA 15-7 Efecto de la concentración de ATP sobre la velocidad 
inicial de un enzima dependiente de ATP típico. Estos datos experimen- 
tales dan una K_ para el ATP de 5mm. La concentración de ATP en los 
tejidos animales es -5 mm. 


RV 


Observe que esta expresión sólo es cierta cuando las 
concentraciones de reactivos y productos son las de 
equilibrio, cuando AG” = 0. Á cualquier otro conjunto 
de concentraciones AG’ no es cero. Recuerde (del 
Capítulo 13) que la razón de productos a sustratos (la 
razón de acción de masas, Q) determina la magnitud y 
signo de AG” y, por tanto, la fuerza impulsora, AG, de la 
reacción: 


[ADP]JÍglucosa 6-fosfato] 


AG’ = AG +R 
A En [ATP ][glucosa] 


Dado que una alteración de esta fuerza impulsora 
influye profundamente sobre cada reacción en la que 
interviene el ATP, los organismos se han encontrado 
bajo una gran presión evolutiva para desarrollar meca- 
nismos reguladores que respondan a la razón [ATP]/ 
[ADP]. 

La concentración de AMP es aun un indicador 
mucho más sensible del estado energético de la célula 
que la [ATP]. Normalmente, las células tienen una con- 
centración de ATP (5 a 10 mm) mucho mayor que la de 
AMP (<0,1 mm). Cuando algún proceso (por ejemplo la 
contracción muscular), consume ATP, el AMP se produ- 
ce en dos pasos. Primero, la hidrólisis del ATP produce 
ADP, a continuación la reacción catalizada por la adeni- 
lato quinasa produce AMP: 


2ADP —=> AMP + ATP 


«Al Cho mayor que el de la [ADP] (Tabla 15-4). 
No es sorprendente, por tanto, que muchos procesos 
reguladores dependan de cambios en la [AMP]. El 
mediador probablemente más importante de la regula- 
ción por AMP es la proteína quinasa activada por 
AMP (AMPK), que responde a un incremento en la 
[AMP] fosforilando proteínas clave y regulando, de este 
modo, sus actividades. (No se ha de confundir la AMPK 
con la proteína quinasa dependiente de AMP cíclico 
PKA; véase la Sección 15.5). El aumento en la [AMP] 
puede ser debida a una reducción en el suministro de 
nutriente o a un mayor ejercicio. AMP activa la AMPK 
de forma alostérica, dando lugar a un cambio conforma- 
cional que hace que la AMPK sea un buen sustrato para 
la fosforilación por otra proteína quinasa, LKB1. La 
fosforilación de un residuo Thr específico por la LKB1 
activa muchas veces la AMPK. La LKBI1, a su vez, está 
regulada por muchos factores, incluido el estrés meta- 
bólico. La acción de la AMPK aumenta el transporte de 
glucosa y activa la glucólisis y la oxidación de ácidos 
grasos al tiempo que suprime los procesos que requie- 
ren energía tales como la síntesis de ácidos grasos, 
colesterol y proteínas (Fig. 15-8). Por ejemplo, la 
AMPK hace que la síntesis del glucógeno sea más lenta 
al fosforilar e inhibir el enzima glucógeno sintasa (véase 
más adelante). Todos los cambios efectuados por la 
AMPK sirven para aumentar la [ATP] y disminuir la 
[AMP]. En el Capítulo 23 se discute el papel de la AMPK 
sobre el equilibrio del anabolismo y el catabolismo en el 
organismo completo. 

Además del ATP, también han de estar presentes en 
la célula en concentraciones adecuadas cientos de inter- 


TABLA 15-4 Cambios relativos en la [ATP] y 
Concentración antes de Ja 
desaparición del ATP (mm) 
5,0 
| ADP 1,0 
a AMP 0,1 


mediarios metabólicos. Por ejemplo, los intermediarios 
glucolíticos dihidroxiacetona fosfato y 3-fosfoglicerato 
son precursores de triacilgliceroles y serina, respectiva- 
mente. Cuando se necesitan estos productos, ha de 
ajustarse la velocidad de la glucólisis para proporcionar- 
los sin que se reduzca la producción glucolítica de ATP. 
Lo mismo es cierto para el mantenimiento de los niveles 
de otros cofactores importantes, tales como NADH y 
NADPH: las variaciones en sus cocientes de acción de 
masas (es decir, la razón de cofactor reducido a oxida- 
do) tienen efectos globales sobre el metabolismo. 

Por supuesto, las prioridades a nivel de organismo 
también han impulsado la evolución de los mecanismos 
reguladores. En los mamíferos, el cerebro no tiene 
prácticamente ninguna fuente de energía almacenada, 
por lo que depende de un aporte constante de glucosa 
desde la sangre. Si la glucosa sanguínea cae desde su 
concentración normal, entre 4 y 5 mm, a la mitad de 
este nivel, se produce confusión mental y una reduc- 
ción de cinco veces en la glucosa 
conducir a coma y muerte. Para ta 
bios en la concentración de glucosa.S£ ab 
ración de las hormonas insulina y glucagón, promovida 


k t [AMP] 
(hipotálamo) ¿ [ATP] 
YT Leptina, 
SS adiponectina 
sx 


-= m ee e ra ss mn a 


t Ingestión 
de alimento 


Corazón 


Oxidación de ácidos grasos i 
Captación de glucosa ' 
Glucólisis 
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FIGURA 15-8 Papel de la proteína quinasa activada por AMP 
(AMPK) en el metabolismo de glúcidos y grasas. AMPK es activada 
por [AMP] elevada o por [ATP] disminuida, por el ejercicio, el sistema 
nervioso simpático (SN5) o por hormonas peptidicas producidas en el 
tejido adiposo (leptina y adiponectina, descritas con más detalle en el 
Capítulo 23). Cuando está activada, la AMPK fosforila proteínas diana y 
desplaza el metabolismo en diversos tejidos lejos de los procesos que 
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AMP] cuando se consume ATP 


Concentración después de la 
desaparición del ATP (mu) Cambio relativo 
1,0 0 
0,6 600% 


por valores de glucosa sanguínea altos o bajos, respec- 
tivamente, pone en marcha cambios metabólicos que 
tienden a retornar la concentración de glucosa en la 
sangre a su valor normal. 

Otras presiones selectivas deben haber operado 
también a lo largo de la evolución, seleccionando meca- 
nismos reguladores que consigan lo siguiente: 


1. Maximizar la eficiencia en la utilización de combus- 
tibles impidiendo la operación simultánea de rutas 
en direcciones opuestas (tales como glucólisis y 
gluconeogénesis). 

2. Distribuir los metabolitos adecuadamente entre 
rutas alternativas (tales como glucólisis y ruta de 
las pentosas fosfato). 

3. Utilizar el combustible mejor adaptado a las necesi- 
dades inmediatas del organismo (glucosa, ácidos 
grasos, glucógeno o aminoácidos). 

4. Frenar las rutas biosintéticas cuando se acumulan 
sus productos. 


LOTION, siguientes capítulos de este libro presentan 


muchos ejemplos de cada tipo de mecanismo regulador. 


_ Ejercicio 


Músculo esquelético 


AGD 


Captación de ácidos grasos, 
oxidación 

Captación de glucosa 

Biogénesis mitocondrial 


Célula 8 pancreática 


4 Secreción 
de insulina 


Sintesis de ácidos grasos, 
Síntesis de colesterol 
y síntesis de glucógeno 


consumen energia tales como la sintesis de glucógeno, ácidos grasos y 
colesterol; desplaza el metabolismo en los tejidos extrahepáticos hacia el 
uso de ácidos grasos como combustible y desencadena la gluconeogé- 
nesis en el hígado para proporcionar glucosa al cerebro. En el hipotá- 
lamo, la AMPK estimula el comportamiento nutritivo para proporcionar 
más combustibie con la dieta. [Fuente: Datos de N. Y. Torres et al., Bio- 
chemn, / 234:169, 1986]. 
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RESUMEN 15.1 Regulación de la rutas metabólicas 


E En una célula metabólicamente activa en estado 
estacionario, los intermediarios se forman y consumen a 
velocidades iguales. Cuando una perturbación transito- 
ria altera la velocidad de formación o consumo de un 
metabolito, variaciones compensatorias en las activida- 
des enzimáticas devuelven el sistema al estado estacio- 
nario. 

MM Las células regulan su metabolismo mediante dife- 
rentes mecanismos que actúan en una escala de tiempo 
que va de menos de un milisegundo a días, sea cambian- 
do la actividad de moléculas enzimáticas ya existentes 
sea variando el número de moléculas de un enzima 
específico. 

E Diversas señales activan o inactivan factores de 
transcripción que actúan en el núcleo para regular la 
expresión génica. Los cambios en el transcriptoma con- 
ducen a cambios en el proteoma y, finalmente, en el 
metaboloma de una célula o tejido. 

E En procesos con múltiples etapas tales como la glu- 
cólisis, ciertas reacciones están esencialmente en el 
equilibrio durante el estado estacionario; las velocida- 
des de estas reacciones aumentan o disminuyen con la 
concentración de sustrato. Otras reacciones se encuen- 
tran lejos del equilibrio; estas reacciones son con fre- 
cuencia los puntos en los que se regula globalmente la 
ruta. 

E Mecanismos reguladores mantienen niveles casi 
constantes de metabolitos clave tales como ATP y 


necesidades cambiantes del organismo. 

© Los niveles de ATP y AMP son un reflejo sensible 
del estatus energético de una célula de modo que cuan- 
do disminuye la razón [ATP/[AMP], la proteína quinasa 
activada por AMP (AMPK) desencadena diversas res- 
puestas celulares para aumentar [ATP] y disminuir 
[AMP]. 


15.2 Análisis de! control metabólico 


OLos estudios detallados de la regulación metabólica no 
eran factibles hasta que no se clarificaran los pasos quí- 
micos básicos de una ruta y se caracterizaran los enzi- 
mas responsables. Empezando con el descubrimiento 
por Eduard Buchner (alrededor de 1900) de que un 
extracto de células de levadura rotas podía convertir la 
glucosa en etanol y CO,, uno de los esfuerzos principa- 
les de la mvestigación bioquími- 
ca fue deducir las etapas 
mediante las que tenía lugar 
esta transformación así como la 
purificación y caracterización 
de ios enzimas que catalizan 
cada paso. A mitad del siglo XX 
se habían purificado y caracte- 
rizado los diez enzimas de la 
ruta glucolítica. En los siguien- 
tes 50 años se conocieron 
muchos detalles sobre la regu- 
lación de estos enzimas por 
señales mtra y extracelulares, a 
través de los mecanismos alos- 


Eduard Buchner, 1860-1917 
[Fuente: Science Photo 
Library/Science Source. ] 


téricos y covalentes descritos en este capítulo. La sabi- 
duría convencional era que en una ruta lineal tal como 
la glucólisis, la catálisis por un enzima había de ser la 
más lenta y debía determinar, por tanto, la velocidad del 
flujo de metabolitos, o flujo, a través de la vía completa. 
En el caso de la glucólisis se consideraba que la PFK-1 
era el enzima limitante de velocidad ya que se sabía que 
era regulado estrechamente por la fructosa 2,6-bisfosfa- 
to y otros efectores alostéricos. 

Con la llegada de la tecnología de la ingeniería gené- 
tica fue posible probar esta hipótesis de “un único paso 
limitante de velocidad” al incrementar la concentración 
del enzima que cataliza el “paso limitante de velocidad” 
de la ruta y determinar si el flujo a través de la misma 
aumentaba de manera proporcional. En una mayoría de 
casos se vio que eso no era así: la explicación sencilla 
(un solo paso determinante de velocidad) era falsa. Está 
claro en la actualidad que en la mayoría de rutas el con- 
trol del flujo se distribuye entre varios enzimas y que el 
grado con el que cada uno contribuye al control varía 
según las circunstancias metabólicas tales como sumi- 
nistro de material de partida (por ejemplo, glucosa), 
suministro de oxígeno, necesidad de otros productos 
procedentes de intermediarios de la ruta (por ejemplo, 
glucosa 6-fosfato para la ruta de las pentosas fosfato en 
la células que sintetizan grandes cantidades de nucleó- 
tidos), los efectos de metabolitos con función regulado- 
ra y el estatus hormonal del organismo (tales como los 
niveles de insulina y de glucagón), entre otros factores. 

¿Por qué estamos interesados en qué es lo que limi- 

] flujo a través de una ruta? Para comprender la 

A ¡Normonas o de los medicamentos, o la 
tología resultante de un fallo de la regulación metabó- 
lica hemos de saber donde se ejerce el control. Si los 
investigadores desean desarrollar un fármaco que esti- 
mula o inhibe una ruta, la diana lógica es el enzima que 
tiene un impacto mayor sobre aquella ruta. Por otro 
lado, la bioingeniería de un microorganismo para produ- 
cir grandes cantidades de un producto de valor corner- 
cial requiere un conocimiento de lo que limita el flujo de 
metabolitos hacia tal producto. 


Se puede medir experimentalmente la contribución 
de cada enzima al flujo a través de la ruta 


Existen diversas maneras de determinar experimental- 
mente de qué forma un cambio en la actividad de un 
enzima de una ruta afecta el flujo de metabolitos a tra- 
vés de la misma. Consideremos los resultados experi- 
mentales que se muestran en la Figura 15-9. Cuando 
se homogenó una muestra de hígado de rata para liberar 
todos los enzimas solubles, el extracto llevó a cabo la 
conversión glucolítica de la glucosa en fructosa 1,6-bis- 
fosfato a una velocidad que se podía medir. (Por cues- 
tión de simplicidad este experimento se centró sola- 
mente en la primera parte de la ruta glucolítica). Cuan- 
do se añadieron cantidades crecientes de hexoquinasa 
IV (glucoquinasa) purificada al extracto, la velocidad de 
la glucólisis aumentó progresivamente. La adición de 
PFK-1 purificada al extracto también aumentó la veloci- 
dad de la glucólisis pero no de una forma tan espectacu- 
lar como sucediera con la hexoquinasa. La adición de 
fosfohexosa isomerasa no tuvo ningún efecto. Estos 
resultados sugieren que tanto la hexoquinasa como la 
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FIGURA 15-9 Dependencia del flujo glucolítico en un homogenado 
de higado de rata tras la adición de enzimas. Se añadieron enzimas 
purificados en las cantidades que muestra el eje de abscisas a un 
extracto de higado que llevaba a cabo la glucálisis in vitro. En el eje de 
ordenadas se muestra el aumento del flujo a través de la ruta. 


PFK-1 contribuyen a establecer el flujo a través de la 
ruta (la hexoquinasa más que la PFK-1) mientras que la 
fosfohexosa isomerasa no contribuye al mismo. 

Pueden realizarse experimentos similares con célu- 
las u organismos intactos, utilizando inhibidores acti- 
vadores específicos para modificar ah 
enzima al tiempo que se observa el &fe OR 
a través de la ruta. La cantidad de un enzima puede 
también alterarse genéticamente; la bioingeniería 
puede producir una célula que sintetiza copias extra 
del enzima que se está investigando o que tiene una 
versión menos activa del enzima que el enzima normal. 
El aumento de la concentración de un enzima mediante 
técnicas genéticas tiene a veces efectos significativos 
sobre el flujo aunque a veces no se observa ningún 
efecto. 

Existen tres parámetros críticos que, conjuntamen- 
te, describen la capacidad de respuesta de una ruta a 
cambios en las circunstancias metabólicas y que son el 
núcleo del análisis del control metabólico. Daremos 
ahora una descripción cualitativa de estos parámetros y 
de su significado en el contexto de una célula viva. En 
el Recuadro 15-1 proporcionaremos una discusión cuan- 
titativa más rigurosa. 


El coeficiente de control de flujo cuantifica el efecto 
de un cambio en una actividad enzimática sobre el flujo 
metabólico a través de una ruta 


Datos cuantitativos sobre el flujo metabólico, obtenidos 
de la forma descrita en la Figura 15-9 se pueden utilizar 
para calcular un coeficiente de control de flujo, C 
para cada enzima de una ruta. Este coeficiente expresa 
la contribución relativa de cada enzima en el estableci- 
miento de la velocidad a la que fluyen los metabolitos a 
través de la muta, es decir, el flujo, Y. C puede tener 
cualquier valor desde 0,0 (para un enzima sin impacto 
sobre el flujo), hasta 1,0 (para un enzima que determina 
completamente el flujo). Un enzima también puede 
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tener un coeficiente de control de flujo negativo. En 
una ruta ramificada, un enzima de una rama, al drenar 
intermediarios fuera de la otra rama, puede tener un 
impacto negativo sobre el flujo a través de la otra rama 
(Fig. 15-10). C no es una constante, y no es intrínseco 
para un único enzima; es una función de todo el sistema 
de enzimas y su valor depende de las concentraciones 
de sustratos y efectores. 

Cuando se sometieron datos reales del experimento 
sobre la glucólisis en un extracto de hígado de rata (Fig. 
15-9) a este tipo de análisis, se encontraron los siguien- 
tes coeficientes de control de flujo (para enzimas a las 
concentraciones presentes en el extracto): 0,79 para la 
hexoquinasa, 0,21 para la PFK-1 y 0,0 para la fosfohexo- 
sa isomerasa. No es una casualidad que la suma de estos 
valores sea 1,0; podemos demostrar que para cualquier 
ruta completa la suma de los coeficientes de control de 
flujo debe ser igual a la unidad. 


. El coeficiente de elasticidad está relacionado 


con la sensibilidad de un enzima a cambios 
en la concentración de metabolito o de regulador 


Un segundo parámetro, el coeficiente de elasticidad, 
e, expresa cuantitativamente la sensibilidad de un enzi- 
ma a variaciones en la concentración de un metabolito 
o de un regulador; es una función de las propiedades 
cinéticas intrínsecas del enzima. Por ejemplo, un enzi- 
ma con cinética de Michaelis-Menten típica muestra una 
respuesta hiperbólica al aumento en la concentración 
de sustrato (Fig. 15-11). A bajas concentraciones de 
(por ej., 0,1 K_) cada incremento en la concen- 
ión de sustrato da lugar a un aumento comparable 
en la actividad enzimática, dando un £ próximo a 1,0. A 
concentraciones de sustrato relativamente elevadas 
(por ej., 10 K, el incremento en la concentración de 
sustrato tiene poco efecto sobre la velocidad de reac- 
ción debido a que el enzima ya está saturado con sustra- 
to. La elasticidad en este caso se aproxima a cero. Para 
los enzimas alostéricos que muestran cooperatividad 
positiva, e puede ser superior a 1,0 si bien no puede 
superar el coeficiente de Hill que, normalmente, adopta 
valores entre 1,0 y 4.0. 


El coeficiente de respuesta expresa el efecto 
de un controlador externo sobre el flujo a través 
de una ruta 


También podemos deducir una expresión cuantitativa 
para el impacto relativo de un factor externo (tal como 


E 
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FIGURA 15-10 Coeficiente de control de flujo, C, en una ruta meta- 
bólica ramificada. En esta ruta sencilla, el intermediario B tiene dos des- 
tinos alternativos. En la medida que ta reacción B— E elimina B de la 
ruta A — D, controla esta ruta lo que da como resultado un coeficiente 
de contro! de flujo negativo para el enzima que cataliza el paso B—E. 
Observe que la suma de los cuatro coeficientes es igual a 1,0 tal como 
ha de ser. 
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RECUADRO 15-1 METODOS 


Se pueden determinar cuantitativamente los factores 
que influyen en el paso de intermediarios (flujo) a 
través de una ruta mediante experimentos y expresar- 
se en términos útiles para predecir el cambio en el 
flujo cuando cambia algún factor implicado en la ruta. 
Considere la secuencia sencilla de reacciones de la 
Figura 1, en la que un sustrato X, por ejemplo glucosa, 
se convierte en varios pasos en el producto Z (quizás 
el piruvato formado glucolíticamente). Un enzima pos- 
terior de la ruta es una deshidrogenasa (ydh) que 
actúa sobre el sustrato Y. Dado que es fácil medir la 
| acción de una deshidrogenasa (véase la Fig. 13-24), 
podemos utilizar el flujo (J) a través de este paso 
(Jm) para medir el flujo a través de la totalidad de la 
ruta. Manipulamos experimentalmente la concentra- 
ción de un enzima anterior de la ruta (xasa, que actúa 
sobre el sustrato X) y medimos el flujo a través de la 
ruta ¡CAN para diversas concentraciones del enzima 
xasa. 
E, s er y E, 5, Sokup, z 
ydh 


FIGURA 1 Fiujo a través de una ruta hipotética con múltiples enzi- 
mas. 


La relación entre el flujo a través de la ruta desde X 
a Z en la célula intacta y la concentración de a enzi- 
ma de la ruta debería ser hiperbólica, sin prá 
flujo a una concentración infinitamente baja de é 
flujo próximo al máximo a una actividad enzimática muy 
elevada. En una gráfica de J yan frente a la concentración 
de xasa, E, la variación de flujo con un pequeño cam- 
bio de enzima es a) e i la cual es simplemente la 
pendiente de la tangente a la curva a cualquier concen- 
tración del enzima, Æ a y que tiende a cero a E, satu- 
rante. A baja E la pendiente es abrupta; el flujo 
aumenta con cada incremento de la actividad enzimáti- 
ca. À una Epa muy elevada la pendiente es mucho 
menor; el sistema es menos sensible a la xasa adicionada 
porque ya está presente en exceso sobre el resto de 
enzimas de la ruta. 

Para mostrar cuantitativamente la dependencia 
del flujo a través de la ruta, 4] yan respecto a GE aaa 
podríamos utilizar la razón a] a OE na’ Sin embargo, 
su utilidad es limitada ya que su valor depende de las 
unidades utilizadas para expresar el flujo y la actividad 


una hormona o factor de crecimiento) que no es ni un 
metabolito ni un enzima de la ruta, sobre el flujo a tra- 
vés de la ruta. El experimento mediría el flujo a través 
de la ruta (glucólisis en este caso) a varios niveles del 
parámetro P (por ejemplo, la concentración de insulina) 
para obtener el coeficiente de respuesta, R, que 


FIGURA 15-11 Coeficiente de elasticidad, €, de un enzima con ciné- 
tica de Michaelis-Menten típica, A concentraciones de sustrato muy 
por debajo de la K, cada incremento en ia [S] produce un cambio 
correspondiente grande de la velocidad de reacción, V. Para esta región 
de la curva el enzima tiene un e de alrededor de 1,0. A [S] >> K, el 
incremento de [S] tiene poco efecto sobre V; aquí e es próximo a 0,0. 


Análisis del control metabólico: aspectos cuantitativos 


enzimática. Si expresamos las variaciones fracciona- 
les en flujo y actividad enzimática, 4) a Las Y OE asal 
E „œ Obtenemos una expresión adimensional para el 
coeficiente del control de flujo, C, en este caso 


(yá 


ee ad de (1) 


Esta ecuación sugiere una forma gráfica sencilla para 
determinar el coeficiente de control de flujo: C4____ ES 
la pendiente de la tangente en la gráfica de in J_,, fren- 
te a In E, que puede obtenerse al volver a represen- 
tar los datos de la Figura 2a para obtener la Figura 2b. 
Observe que CĦ® no es una constante; depende de 
la Æ a inicial a partir del cual tiene lugar el cambio en 
¡concentración de enzima. Para los casos mostrados 

se encuentra alrededor de 1,0 a 
„sa Más baja pero sólo alrededor de 0,2 a elevada 
E Un valor de 04%, próximo a 1,0 significa que la 
concentración del enzima determina completamente 
el flujo a través de la ruta; un valor próximo a 0,0 sig- 
nifica que la concentración del enzima no limita el flujo 
a través de la ruta. A menos que el coeficiente de con- 
trol de flujo sea superior a aproximadamente 0,5, las 
variaciones en la actividad del enzima no tendrán un 
efecto importante sobre el flujo. 

La elasticidad, £, de un enzima es una medida de 
cómo cambia la actividad catalítica de ese enzima 
cuando varía la concentración de un metabolito ya sea 
sustrato, producto o efector. Se obtiene a partir de una 
gráfica experimental de la velocidad de la reacción 
catalizada por el enzima frente a la concentración del 
metabolito a las concentraciones de metabolito que se 
encuentran en la célula. Mediante argumentos análo- 


e 


Concentración de enzima, E asa 


FIGURA 2 Coeficiente de control de flujo. (a) Variación típica del flujo de la ruta, ds 
enzima ydh, en función de la cantidad del enzima xasa, E „„ que cataliza una etapa anterior de la ruta. El coeficiente de control 
de flujo a (e, es el producto de la pendiente de la tangente a la curva, 9 a/ 
una gráfica bilogarítmica de la misma curva, el coeficiente de control de flujo es la pendiente de la tangente a la curva. 


gos a los utilizados para obtener C, podemos demos- 
trar que e es la pendiente de la tangente en una gráfica 
de In V frente In [sustrato, o producto o efector]: 


ER Coripe 
—g8mS 


ð ai yA 

Para un enzima con cinética de Michaelis-Menten 
típica, el valor de £ va desde alrededor de 1 para con- 
centraciones de sustrato muy por debajo de la K, 
hasta cerca de 0 a medida que se aproxima a V par Los 
enzimas alostéricos pueden tener elasticidades supe- 
riores a 1,0 pero no superiores a su coeficiente de Hill. 

Finalmente, el efecto de controladores fuera de la 
propia ruta (es decir, no metabolitos) se puede medir 
y expresar como coeficiente de respuesta, R. Se 
mide la variación en el flujo a través de la ruta cuando 
se hace variar la concentración del parámetro contro- 
lador F y se define R de forma análoga a la de la Ecua- 
ción 1, lo que da la expresión 


expresa el cambio en el flujo de la ruta cuando cambia 
P (linsulina]). 

Los tres coeficientes, C, e y R están relacionados de 
una manera sencilla: la sensibilidad (R) de una ruta a un 
factor externo que afecta a un enzima determinado es 
función de (1) la sensibilidad de la ruta a cambios en la 
actividad de aquel enzima (el coeficiente de control, C) 
y (2) la sensibilidad de tal enzima específico a cambios 
en el factor de control externo (la elasticidad, £): 


R=Ce 


Se puede examinar de esta manera cada enzima de la 
ruta y determinar separadamente los efectos de cual- 


AN la misma lógica y métodos gráficos descri- 
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AA 


, medida en el paso catalizado por el 


QE y la razón (factor de escalado), e/). (b) En 


para determinar C, podemos obtener R como 
pendiente de la tangente de la gráfica de In J frente a 
in P. 


Los tres coeficientes que hemos descrito se rela- | 
cionan de una forma sencilla: 


Rp" = Cua epa 


Así, la sensibilidad de cada enzima de una ruta a una 
variación en un factor controlador externo es una fun- 
ción sencilla de dos cosas: el coeficiente de control, 
una variable que expresa el grado con el que el enzima 
influye en el flujo bajo un conjunto dado de condicio- 
nes, y la elasticidad, una propiedad intrínseca del 
enzima que refleja su sensibilidad a las concentracio- 
nes de sustrato y de efector. 


A A a i a a a A i 


quiera de los factores externos sobre el flujo a través de 
la ruta. Así, en principio, podemos predecir de qué 
modo variará el flujo de sustrato a través de una serie de 
pasos enzimáticos cuando se produce un cambio en uno 
o más factores de control fuera de la ruta. En el Recua- 
dro 15-1 se muestra el tratamiento cuantitativo de estos 
conceptos cualitativos. 


El análisis del control metabólico se ha aplicado 
al metabolismo glucídico con resultados sorprendentes 


El análisis del control metabólico proporciona un marco 
dentro del cual podemos pensar cuantitativamente acer- 
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ca de la regulación, interpretar el significado de las pro- 
piedades reguladoras de cada enzima de una ruta, iden- 
tificar los pasos que más afectan al flujo a través de la 
ruta y distinguir entre mecanismos reguladores que 
actúan para mantener la concentración de los metaboli- 
tos y mecanismos de control que, de hecho, alteran el 
flujo a través de la ruta. Por ejemplo, el análisis de la ruta 
glucolítica en la levadura, ha revelado la existencia de un 
coeficiente de control de flujo inesperadamente bajo 
para la PFK-1, la cual, como ya hemos comentado, había 
sido considerada como el principal punto de control, el 
“paso limitante de velocidad”, de la glucólisis. La eleva- 
ción experimental de la concentración de PFK-1 en un 
factor de cinco condujo a un cambio en el flujo a través 
de la glucólisis de menos del 10%, lo que sugirió que el 
papel real de la regulación por la PFK-1 no es controlar 
el flujo a través de la glucólisis sino intervenir en la 
homeostasis de metabolitos con el fin de impedir gran- 
des cambios en las concentraciones de metabolitos 
cuando el flujo a través de la glucólisis aumenta como 
respuesta a elevadas concentraciones de glucosa o insu- 
lina en la sangre. Recuérdese que el estudio de la glucó- 
lisis en un extracto de hígado (Fig. 15-9) también pro- 
porcionó un coeficiente de control de flujo que contra- 
decía el conocimiento convencional; mostró que la 
hexoquinasa, no la PFK-1, tenía más influencia en el 
establecimiento del flujo a través de la glucólisis. Hemos 
de indicar aquí que un extracto de hígado está muy lejos 
de ser el equivalente de un hepatocito; la forma ideal de 
estudiar el control de flujo es manipulando un solo enzi- 
ma cada vez en la célula viva. Esto ya es le en 
muchos casos. 

Se ha utilizado la resonancia magnética nucledar 
(RMN) como método no invasivo para determinar la con- 
centración de glucógeno y metabolitos en la ruta de cinco 
pasos que va de la glucosa en la sangre al glucógeno en 
los miocitos (Fig. 15-12) de músculo humano y de rata. 
Se encontró que el coeficiente de control de flujo para la 
glucógeno sintasa era menor que los de los pasos catali- 
zados tanto por el transportador de glucosa como por la 
hexoquinasa. (La glucógeno sintasa y otros enzimas del 
metabolismo del glucógeno se discuten en las Secciones 
15.4 15.5) Este hallazgo contradice la idea aceptada con- 
vencionalmente de que la glucógeno sintasa es el sitio de 
control del flujo y sugiere que la importancia de la fosfo- 
rilación /desfosforilación de la glucógeno sintasa está, 
contrariamente, relacionada con el mantenimiento de la 
homeostasis de metabolitos, es decir, regulación y no 
control. Dos metabolitos de esta ruta, glucosa y glucosa 
6-fosfato, son intermediarios clave de otras rutas, entre 
ellas la glucólisis, ruta de las pentosas fosfato y síntesis de 
glucosamina. El análisis del control metabólico sugiere 
que cuando aumenta la concentración de glucosa en la 
sangre, la insulina actúa sobre el músculo para (1) 
aumentar el transporte de glucosa a las células incorpo- 
rando GLUT4 a la membrana plasmática, (2) inducir la 
síntesis de hexoquinasa y (3) activar la glucógeno sintasa 
por alteración covalente (véase la Fig. 15-41). Los dos 
primeros efectos de la insulina aumentan el flujo de glu- 
cosa a través de la ruta (control) y el tercero sirve para 
adaptar la actividad de la glucógeno sintasa de modo que 
las concentraciones de metabolitos (glucosa 6-fosfato, 
por ej.) no cambien de manera espectacular con el 
aumento de flujo (regulación). 


Capilar 


insulina 


FIGURA 15-12 Control de la síntesis de glucógeno en el músculo por 
la glucosa sanguínea. La insulina tiene un efecto sobre tres de los cinco 
pasos de esta ruta pero son los efectos sobre el transporte y la actividad 
hexoquinasa, no el cambio en la actividad glucógeno sintasa, lo que 
hacen aumentar el flujo hacia el glucógeno. 


El análisis del control metabólico sugiere un método 
general para incrementar el flujo a través de una ruta 


sómo se podría modificar una célula para incrementar 
DO e una ruta sin alterar la concentración 
Fofr ; tos o los flujos a través de otras rutas? 
Hace más de tres décadas que Henrik Kacser predijo, 
sobre la base del análisis del control metabólico, que esto 
se podría conseguir incrementando las concentraciones 
de todos los enzimas de la ruta. La predicción se ha con- 
firmado en diversas pruebas experimentales a la vez que 
también coincide con la forma en la que, normalmente, 
las células controlan flujos a través de una ruta. Por ejem- 
plo, cuando se suministra a las ratas una dieta de alto 
contenido proteico, eliminan el exceso de grupos amino 
convirtiéndolos en urea en el ciclo de la urea (Capítulo 
18). Después de tal modificación en la dieta, la elimina- 
ción de urea aumenta cuatro veces y la cantidad de los 
ocho enzimas del ciclo de la urea aumenta de dos a tres 
veces. De modo parecido cuando se desencadena un 
aumento de la oxidación de ácidos grasos por el receptor 
“y de los peroxisomas activado por proliferador (PPARy, 
un factor de transcripción activado por ligando; véase la 
Fig. 21-22), se aumenta la síntesis del conjunto comple- 
to de enzimas oxidativos de los ácidos grasos. Con la 
utilización cada vez más frecuente de microchips de DNA 
para estudiar la expresión de conjuntos completos de 
genes en respuesta a diversas perturbaciones, debería- 
mos poder saber en un futuro próximo si éste es el meca- 
nismo general mediante el que las células realizan ajustes 
a largo plazo en los flujos a través de rutas específicas. 


RESUMEN 15.2 Análisis del control metabólico 


E El análisis del control metabólico demuestra que el 
control de la velocidad de flujo de metabolitos a través 
de una ruta se distribuye entre varios enzimas de la ruta. 


E El coeficiente de control de flujo, C, es una medida 
obtenida experimentalmente del efecto de la concentra- 
ción de un enzima sobre el flujo a través de una ruta 
multienzimática. Es característico del sistema completo 
y no intrínseco del enzima. 

M El coeficiente de elasticidad, £, de un enzima es un 
valor obtenido experimentalmente sobre su sensibilidad 
a cambios en la concentración de un metabolito o de 
una molécula reguladora. 

MM El coeficiente de respuesta, R, es la expresión del 
cambio del flujo a través de una ruta, determinado expe- 
rimentalmente, en respuesta a una hormona o un segun- 
do mensajero reguladores. Es función de C y €: R = C-E. 

© Algunos enzimas regulados controlan el flujo a tra- 
vés de una ruta, mientras que otros reequilibran la con- 
centración de metabolitos en respuesta a un cambio en 
el flujo. La primera actividad es el control; la segunda, 
la actividad reequilibradora, es la regulación. 

MM El análisis del control metabólico predice, y los 
experimentos lo han confirmado, que la manera más 
efectiva para incrementar el flujo hacia un producto 
específico es aumentar la concentración de todos los 
enzimas de la ruta. 


15.3 Regulación coordinada 
de la glucólisis y la gluconeogénesis 


En los mamíferos la gluconeogénesis, tiene lugar prin- 
cipalmente en el hígado y su misión es popore 
glucosa para exportarla a otros tejidos < 
agotado los depósitos de glucógeno 
encuentra disponible la glucosa de la dieta. 
discutió en el Capítulo 14 la Boragineda utiliza 
varios de los enzimas que actúan en la glucólisis, pero no 
es simplemente la inversa de la glucólisis. Siete de las 
reacciones glucolíticas son reversibles y los enzimas que 
catalizan estas reacciones también funcionan en la glu- 
coneogénesis (Fig. 15-13). Tres reacciones de la glucó- 
lisis son tan exergónicas que son prácticamente irrever- 
sibles: las catalizadas por la hexoquinasa, por la PFK-1 y 
por la piruvato quinasa. Las tres reacciones presentan 
una AG” grande y negativa (la Tabla 15-3 muestra los 
valores en el músculo cardíaco). En la gluconeogénesis 
se utilizan rodeos para cada uno de estos pasos irrever- 
sibles; por ejemplo, la conversión de fructosa 1,6 bisfos- 
fato en fructosa-6-fosfato está catalizada por la fructosa 
1,6-bisfosfatasa (FBPasa-1). Cada una de estas reaccio- 
nes de rodeo tiene también una AG negativa y grande. 
En cada uno de los tres pasos en los que las reaccio- 
nes glucolíticas están rodeadas por reacciones gluco- 
neogénicas alternativas, la operación simultánea de 
ambas rutas consumiría ATP sin que se consiguiese 
ningún trabajo químico o biológico. Por ejemplo, la 
PFK-1 y la FBPasa-1 catalizan las reacciones opuestas 


ATP + fructosa 6-fosfato ==, 
ADP + fructosa 1,6-bisfosfato 


Fructosa 1,6-bisfosfato + HO =>} 
fructosa 6-fosfato + P; 


La suma de las dos reacciones es 


ATP + HO —> ADP + FP; + calor 
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hexoquinasa glucosa 
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FIGURA 15-13 Glucólisis y gluconeogénesis. Rutas opuestas de ta 
glucólisis (rosa) y gluconeogénesis (azul) en el higado de rata. Tres 
pasos están catalizados por enzimas diferentes en la gluconeogénesis 
(las "reacciones de rodeo”) y en la glucólisis; siete pasos están cataliza- 
dos por los mismos enzimas en las dos vías. Se han omitido los cofacto- 
res por razones de claridad. 


esto es, hidrólisis de ATP sin que se produzca ningún 
trahajo metabólico útil. Está claro que si se permitiese 
que estas dos reacciones tuviesen lugar de manera simul- 
tánea a una velocidad elevada en la misma célula, se 
disiparía una gran cantidad de energía en forma de calor. 
Este proceso tan poco económico se ha denominado 
ciclo inútil. Sin embargo, tal como veremos más adelan- 
te, tales ciclos pueden proporcionar ventajas para contro- 
lar rutas con lo que el término ciclo del sustrato cons- 
tituye una descripción mejor. Ciclos de sustrato similares 
también tienen lugar con los dos restantes conjuntos de 
reacciones de rodeo de la gluconeogénesis (Fig. 15-13) 

Analizamos ahora con cierto detalle los mecanismos 
que regulan la glucólisis y la gluconeogénesis en los tres 
puntos en los que las rutas son diferentes. 
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BOX 15-2 


tejidos de mamíferos no son sino un ejemplo de una 
situación biológica cornún: la misma reacción catali- 
zada por dos o más formas moleculares diferentes de 
un enzima. Estas formas múltiples, denominadas 
isozimas o isoenzimas, pueden presentarse en la 
misma especie, en el mismo tejido o incluso en la 
misma célula. Las diferentes formas (isoformas) del 
enzima generalmente difieren en sus propiedades 
cinéticas o reguladoras, en el cofactor que utilizan 
(por ejemplo, NADH o NADPH en los isozimas de las 
| ' deshidrogenasas) o en su distribución subcelular 
(solubles o ligados a membrana). Los isozimas pue- 
| den tener secuencias de aminoácidos similares, pero 
I| no idénticas, y, en muchos casos, comparten clara- 
mente un origen evolutivo común. 
| 


Las cuatro formas de la hexoquinasa encontradas en 


Uno de los primeros enzimas de los que se 
. encontró que tenían isozimas fue la lactato deshidro- 
| genasa (LDH; p. 553) la cual, en tejidos de vertebra- 
dos, existe en al menos cinco isozimas diferentes que 
se pueden separar por electroforesis, Todos los isozi- 
mas de la LDH contienen cuatro cadenas polipeptídi- 
cas (cada una de ellas con una M, de 33.500) y cada 
tipo contiene una proporción diferente de dos clases 
de polipéptidos. La cadena M (de músculo) y la cade- 
na H (de “heart”, corazón) están codificadas por dos 
genes diferentes. 
| 
| 


corazón el isozima predominante contiene cuatro 
cadenas H. Otros tejidos tienen alguna combinación 
de los cinco tipos posibles de isozimas de la LDH: 


Tipo Composición Localización 
LDH, HHHH Corazón y eritrocito 
| LDH, HHHM Corazón y eritrocito 
| LDH, HHMM Cerebro y riñón 
| LDH, HMMM Músculo esquelético 
e hígado 
| LDH MMMM Músculo esquelético 
e hígado 


5 

| Las diferencias en el contenido de isozimas de 
los tejidos pueden utilizarse para evaluar el 

momento y extensión de una lesión cardíaca debida a 

un infarto de miocardio (ataque de corazón). La 
lesión de los tejidos cardíacos da lugar a la liberación 

de LDH del corazón a la sangre. Poco después de un 

| 


Los isozimas de la hexoquinasa de músculo y de hígado 
están afectados de forma diferente por su producto, 
la glucosa 6-fosfato 


La hexoquinasa, que cataliza la entrada de glucosa a la 
ruta glucolítica, es un enzima regulador. En los huma- 
nos existen cuatro isozimas (designados l a IV) codifica- 
dos por cuatro genes diferentes. Los isozimas son 
proteínas diferentes que catalizan la misma reacción 
(Recuadro 15-2). El isozima predominante de la hexo- 


En el músculo esquelético el isozi redomi À } 
nante contiene cuatro cadenas M mien G A ( 


Isozimas: proteínas diferentes que catalizan la misma reacción 


ataque de corazón, la concentración total de LDH 
sanguínea aumenta habiendo más LDH, que LDH.. 
Después de 12 horas las cantidades de LDH, y LDH, 
son muy similares y después de 24 horas hay más 
LDH, que LDH,. Este cambio en la proporción LDH/ 
LDH,, junto con el aumento en sangre de otro enzima, 
la creatina quinasa, son prueba muy importante de la 
existencia de un infarto de miocardio reciente. Y 

Los diferentes isozimas de la LDH tienen valores 
significativamente diferentes de V.. y Km especial- 
mente respecto al piruvato. Las propiedades de la 
LDH, favorecen la reducción rápida a lactato de con- 
centraciones muy bajas de piruvato en el músculo 
esquelético, mientras que las del isozima LDH, favo- 
recen la rápida oxidación del lactato a piruvato en el 
corazón. 

En general, la distribución de los diferentes isozi- 
mas de un enzima determinado refleja al menos cua- 
tro factores: 


1. Diferentes patrones metabólicos en órga- 
nos diferentes. En el caso de la glucógeno 
fosforilasa, los isozimas del músculo esquelé- 
tico y del hígado tienen diferentes propieda- 
des reguladoras, lo que es reflejo de los 
diferentes papeles de la degradación del 
glucógeno en estos dos tejidos. 

tes localizaciones y papeles meta- 

de los isozimas de la misma célu- 
la. Un ejemplo de esto son los isozimas de la 
citrato deshidrogenasa del citosol y de la 
mitocondria (Capítulo 16). 

3. Diferentes etapas del desarrollo en tejidos 
embrionarios o fetales y en los tejidos 
adultos. Por ejemplo, el hígado fetal tiene 
una distribución característica de los isozi- 
mas de la LDH que cambia cuando el órgano 
se desarrolla a su forma adulta. Algunos 
enzimas del catabolismo de la glucosa en 
células malignas (cancerosas) se presentan 
en su forma isozimática fetal y no la adulta. 

4. Diferentes respuestas de isozimas a 
moduladores alostéricos. Esta diferencia es 
útil en el ajuste fino de las velocidades meta- 
bólicas. La hexoquinasa IV (glucoquinasa) 
del hígado y los isozimas de la hexoquinasa 
de otros tejidos difieren en su sensibilidad a 
la inhibición por glucosa 6-fosfato. 


quinasa de los miocitos (hexoquinasa IT) tiene una 
elevada afinidad por la glucosa (está semisaturada a 0,1 
mM aproximadamente). Debido a que la glucosa que 
entra en los miocitos proveniente de la sangre (en la 
que la concentración de glucosa es de 4 a 5 mm) produ- 
ce una concentración intracelular de glucosa suficiente- 
mente elevada para saturar la hexoquinasa lI, el enzima 
actúa normalmente a su velocidad máxima o casi. La 
hexoquinasas I y la hexoquinasa II musculares son 
inhibidas alostéricamente por su producto, glucosa 


6-fosfato, por lo que siempre que la concentración de 
glucosa 6-fosfato celular se eleva por encima de su nivel 
normal estos isozimas son inhibidos temporal y reversi- 
blemente, equilibrando la velocidad de formación de 
glucosa 6-fosfato con la velocidad de su utilización y 
restableciendo el estado estacionario. 

Los diferentes isozimas de la hexoquinasa de híga- 
do y músculo reflejan el papel diferente de estos órga- 
nos en el metabolismo de los glúcidos: el músculo con- 
sume glucosa, utilizándola para la producción de ener- 
gía, mientras que el hígado mantiene la homeostasis de 
la glucosa eliminando o produciendo glucosa según sea 
la concentración de glucosa en la sangre. El isozima de 
la hexoquinasa predominante en el hígado es la hexo- 
quinasa IV, (glucoquinasa), que difiere en tres aspec- 
tos importantes de las hexoquinasas I a III musculares. 
En primer lugar, la concentración de glucosa a la que la 
hexoquinasa IV está semisaturada (alrededor de 10 mm) 
es superior a la concentración usual de glucosa en la 
sangre. Gracias a que un eficiente transportador de glu- 
cosa en los hepatocitos (GLUT2) equilibra rápidamen- 
te las concentraciones de glucosa en el citosol y en la 
sangre (véase la Fig. 11-28 para la cinética del mismo 
transportador, GLUT2, en los eritrocitos), la elevada K 
de la hexoquinasa IV permite su regulación directa por 
el nivel de glucosa sanguínea (Fig. 15-14). Cuando la 
concentración de glucosa en la sangre es alta, tal como 
sucede después de una comida rica en glúcidos, la glu- 
cosa sanguínea en exceso es transportada a los hepato- 
citos en donde la hexoquinasa IV la convierte en glucosa 
6-fosfato. Dado que la hexoquinasa IV stá sat 
a 10 mu de glucosa, su actividad contihiú 
a medida que la concentración de glucosa sube hasta 
mm o más. En condiciones de glucosa sanguínea baja, la 
concentración de glucosa en un hepatocito es baja en 
relación a la K_ de la hexoquinasa IV por lo que la glu- 
cosa generada por la gluconeogénesis abandona la célu- 
la antes de ser atrapada por fosforilación 

Segundo, la hexoquinasa IV no es inhibida por la 
glucosa 6-fosfato por lo que puede, así, continuar ope- 
rando cuando la acumulación de glucosa 6-fosfato inhi- 
be completamente las hexoquinasas I a III. Finalmente, 
la hexoquinasa TV está sujeta a inhibición por la unión 
reversible de una proteína reguladora específica del 
hígado (Fig. 15-15). La unión es mucho más fuerte en 
presencia del efector alostérico fructosa 6-fosfato. La 
glucosa compite con la fructosa 6-fosfato por unirse al 
enzima y produce la disociación de la proteína regulado- 
ra de la hexoquinasa IV, con la eliminación consiguiente 


Capilar 
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FIGURA 15-14 Comparación de tas propiedades cinéticas de la hexo- 
quinasa IV (glucoquinasa) y la hexoquinasa |. Observe la sigmoidicidad 
de la hexoquinasa IV y la K, mucho más baja de la hexoquinasa !. 
Cuando la glucosa sanguínea se eleva por encima de 5 mm, aumenta la 
actividad de la hexoquinasa IV, pero la hexoquinasa | ya está funcio- 


` nando cerca de V, por lo que no puede responder a un aumento en la 


concentración de glucosa. Las hexoquinasas |, II y li! tienen propiedades 
cinéticas parecidas. 


de la inhibición. Inmediatamente después de una comi- 
da rica en glúcidos, cuando la glucosa sanguínea es 
elevada, la glucosa entra en el hepatocito a través de 
GLUT2 y activa la hexoquinasa IV mediante este meca- 
nismo. Durante un ayuno, cuando la glucosa sanguínea 
desciende por debajo de 5 mm, la fructosa 6-fosfato 
desencadena la inhibición de la hexoquinasa IV por la 
proteína reguladora, de modo que el hígado no compite 


AT órganos por la escasa glucosa. Es interesante 


mo de inhibición por la proteína reguladora: 
la proteína ancla la hexoquinasa IV dentro del núcleo en 
donde queda segregada de otros enzimas de la glucólisis 
en el citosol (Fig. 15-15). Cuando aumenta la concen- 
tración de glucosa en el citosol, se equilibra con la glu- 
cosa del núcleo por transporte a través de poros nuclea- 
res. La glucosa produce la disociación de la proteína 
reguladora y la hexoquinasa IV entra en el citosol y 
empieza a fosforilar la glucosa. 


La hexoquinasa IV (glucoquinasa) y la fructosa 6-fosfatasa 
están reguladas a nivel de transcripción 


La hexoquinasa TV también está regulada a nivel de la 
síntesis de proteínas. Las circunstancias que exigen una 
mayor producción de energía (baja [ATP], alta [AMP], 
contracción muscular vigorosa) o un mayor consumo de 
glucosa (elevada glucosa sanguínea, por ejemplo) pro- 


FIGURA 15-15 Regulación de la hexoquinasa 
IV (glucoquinasa) mediante secuestro en el 
núcleo. El inhibidor proteico de la hexoquinasa 
IV es una proteína de unión nuclear que arrastra 
la hexoquinasa ÍV al núcleo cuando la concen- 
tración de fructosa 6-fosfato en el hígado es 
elevada y la libera al citosol cuando la concen- 
tración de glucosa es alta. 
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FIGURA 15-16 Fostofructoquinasa-1 (PFK-1) y su regulación. (a) Dia- 
grama de contorno superficial de la PFK-1 de £. coli, que muestra porcio- 
nes de sus cuatro subunidades idénticas. Cada subunidad tiene su pro- 
pio sitio catalítico donde los productos ADP y fructosa 1,6-bisfostato 
(rojo y amarillo, respectivamente en modelo de varillas) están casi en 
contacto, y sus propios sitios de fijación del regulador alostérico ATP 
(azul, sepultados en la proteína en las posiciones indicadas. (b) Regula- 
ción alostérica de la PFK-3 de músculo por el ATP mostrada mediante 
una curva de actividad en función de sustrato. A baja [ATP], la K, para 
la fructasa 6-fosfato es relativamente baja, lo que permite que el enzima 
funcione a una velocidad elevada a [fructosa 6-fosfato] relativamente 
baja. (Recuerde del Capítulo 6 que K, es el término correspondiente a 
K,, para los enzimas reguladores). Cuando [ATP] es alta, la K,. para la 
fructosa 6-fosfato aumenta mucho tal como queda indicado por la rela- 
ción sigmoidea entre concentración de sustrato y actividad enzimática. 
(c) Resumen de los reguladores que afectan a la actividad PFK-1. 
[Fuente: (a) PDB ID 1PFK. Y, Shirakihara y P. R. Evans. J Mol Biol. 
204:973, 1988]. 
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FIGURA 15-17 Regulación de la fructosa 1,6-bisfostatasa (FBPasa-1) 
y la fosfofructoquinasa-1 (PFK-1). En las siguientes figuras se detalla el 
importante papel de la fructosa 2,6-bisfostato en la regulación de este 
ciclo de sustrato. 


vocan un aumento de la transcripción del gen de la 
hexoquinasa IV. La glucosa 6-fosfatasa, el enzima gluco- 
neogénico que rodea el paso de la hexoquinasa en la 
glucólisis, está regulado a nivel de la transcripción por 
factores que exigen mayor producción de glucosa (baja 
glucosa sanguínea, señalización por glucagón). La regu- 
lación de la transcripción de estos dos enzimas (junto 
con otros enzimas de la glucólisis y de la gluconeogéne- 
sis) se describe a continuación. 


La fosfofructoquinasa-1 y la fructosa 1,6-bisfosfatasa 
e regulan reciprocamente 


HIN a dicho la glucosa 6-fosfato puede fluir 
acia la ghicólsis o hacia cualquiera de otras rutas dife- 
rentes entre las que se cuentan la síntesis de glucógeno 
y la ruta de las pentosas fosfato. La reacción metabóli- 
camente irreversible catalizada por la PFK-1 es la etapa 
que compromete el paso de la glucosa a través de la 
glucólisis. Además de sitios de fijación para sus sustra- 
Los, este enzima complejo tiene varios sitios reguladores 
en los que se fijan activadores o inhibidores alostéricos. 

El ATP no es sólo sustrato de la PFK-1 sino también 
uno de los productos finales de la ruta glucolítica. Cuan- 
do la elevada [ATP] celular señala que se está produ- 
ciendo ATP más rápidamente de lo que se consume, el 
ATP inhibe la PFK-1 al fijarse a un sitio alostérico y 
disminuir la afinidad del enzima por su sustrato, la fruc- 
tosa 6-fosfato (Fig. 15-16). El ADP y el AMP, que 
aumentan su concentración cuando el consumo de ATP 
es superior a su producción, actúan alostéricamente 
para aliviar esta inhibición por el ATP. Estos efectos se 
combinan para producir una actividad enzimática supe- 
rior cuando se acumulan ADP o AMP y disminuyen la 
actividad cuando se acumula el ATP. 

El citrato (forma ionizada del ácido cítrico), que es 
un intermediario clave en la oxidación aeróbica del piru- 
vato, ácidos grasos y aminoácidos, actúa también como 
regulador alostérico de la PKF-1; una concentración 
alta de citrato aumenta el efecto inhibidor del ATP, 
reduciendo aún más el flujo de glucosa a través de la 
glucólisis. En este caso, como en muchos otros que 
encontraremos más adelante, el citrato sirve como señal 
intracelular de que la célula está alcanzando sus niveles 
necesarios de metabolismo productor de energía al oxi- 
dar grasas y proteínas. 


El paso correspondiente de la gluconeogénesis es la 
conversión de la fructosa 1,6-bisfosfato en fructosa 
6-fosfato (Fig. 15-17). El enzima que cataliza esta 
reacción, la FBPasa-1, es fuertemente inhibido (alosté- 
ricamente) por el AMP; cuando el suministro celular de 
ATP es bajo (correspondiente a una elevada [AMP]), la 
síntesis de glucosa que requiere ATP se hace más lenta. 

De este modo, estos pasos opuestos en las rutas 
glucolítica y gluconeogénica, los catalizados por PFK-1 y 
PBPasa-1, se regulan de manera coordinada y recíproca. 
En general, cuando se encuentran presentes concentra- 
ciones suficientes de acetil-CoA o citrato (el producto de 
la condensación del acetil-CoA con el oxalacetato), o 
cuando una alta proporción del adenilato celular está en 
forma de ATP, se favorece la gluconeogénesis. Cuando 
aumenta el nivel de AMP, se promueve la glucólisis por 
estimulación de la PFK-1 (y, tal como veremos en la 
Sección 15.5, promueve la degradación del glucógeno 
por activación de la glucógeno fosforilasa). 


La fructosa 2,6-bisfosfato es un regulador alostérico 
potente de la PFK-1 y de la FBPasa-1 


El papel especial del hígado en el mantenimiento de un 
nivel constante de glucosa sanguínea requiere mecanis- 
mos reguladores adicionales para coordinar la produc- 
ción y el consumo de glucosa. Cuando descienden los 
niveles sanguíneos de glucosa la hormona glucagón 
indica al hígado que produzca y libere más glucosa y 
que deje de consumirla para sus propias necesidades. 
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el hígado; otra fuente es la gluconeogénesis que utiliza 
piruvato, lactato, glicerol o ciertos aminoácidos como 
material de partida. Cuando la concentración de gluco- 
sa sanguínea es elevada, la insulina señala al hígado que 
utilice glucosa como combustible y como precursor 
para la síntesis y almacenamiento de glucógeno y tria- 
cilglicerol 

La rápida regulación hormonal de la glucólisis y de 
la gluconeogénesis está mediada por la fructo- 
sa-2,6-bisfosfato, un efector alostérico de los enzimas 
PFK-1 y FBPasa-1: 
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Fructosa 2,6-bistosfato 


Cuando la fructosa 2,6-bisfosfato se fija a su sitio alos- 
térico sobre la PFK-1, aumenta la afinidad de este 
enzima hacia su sustrato fructosa-6-fosfato y reduce su 
afinidad hacia los inhibidores alostéricos ATP y citrato 
(Fig. 15-18). A las concentraciones fisiológicas de sus 
sustratos, ATP y fructosa 6-fosfato, así como de los 
restantes efectores positivos y negativos (ATP, AMP, 
citrato), la PFK-1 es virtualmente inactiva en ausencia 
de fructosa 2,6-bisfosfato. La fructosa-2,6-bisfosfato 
tiene el efecto opuesto sobre la FBPasa-1; reduce su 
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FIGURA 15-18 Papel de la fructosa 2,6-bisfosfato en la regulación de 
la glucólisis y de la gluconeogénesis. La fructosa 2.6-bistostato (F26BP) 
tiene efectos opuestos sobre las actividades enzimáticas de la fosfofruc- 
toquinasa-? (PFK-1, un enzima glucolítico) y la fructosa 1,6-bistosfatasa 
(FBPasa-1, un enzima gluconeogénico). (a) La actividad PFK-1 en ausen- 
cia de F26BP (curva azul) es mitad de la máxima cuando la concentra- 
ción de fructosa 6-fosfato es 2 mm (esto es, K,, = 2 mM). Cuando está 
presente 0,13 xm de F26BP (curva roja), la K,. para la fructosa 6-fosfato 


RA 


(0) 


es de sólo 0,08 mm. Así F26BP activa la PFK-1 aumentando su afinidad 
aparente por la fructosa 6-fosfato (Fig. 15-16b). (b) La actividad FBPasa-1 
es inhibida por F26BP tan solo a 1 ¡um y es fuertemente inhibida a 25 ym. 
En ausencia de este inhibidor (curva azul) la K, para la fructosa 1,6-bis- 
fosfato es 5 um, pero en presencia de F26BP 25m (curva roja) la Kp; es 
>70um. La fructosa 2,6-bistostato también hace que la FBPasa-1 sea más 
sensible a la inhibición por otro regulador alostérico, el AMP. (c) Resu- 
men de la regulación por la F26BP. 
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FIGURA 15-19 Regulación de la concentración de fructosa 2,6-bis- 
fosfato. (a) La concentración celular del regulador fructosa 2,6-bisfos- 
fato (F26BP) viene determinada por las velocidades de su sintesis por la 


afinidad por sus sustrato (Fig. 15-18b) reduciendo, así, 
la gluconeogénesis. 

La concentración celular del regulador alostérico 
fructosa 2,6-bisfosfato viene dictada por las velocidades 
relativas de su formación y degradación (Fig. 15-19a). 
Se forma por fosforilación de la fructosa 6-fosfato, cata- 
lizada por la fosfoructoquinasa-2 (PFK-2) y es 
degradada por la fructosa-2,6-bisfosfatasa Pa- 
sa-2). (Obsérvese que estos enzimas son distintos 
PFK-1 y FBPasa-1 que catalizan la formación , 
respectivamente, de la fructosa 1,6-bisfosfato). PFK-2 y 
FBPasa-2 son dos actividades enzimáticas distintas que 
forman parte de una sola proteína bifuncional, El equi- 
librio de estas dos actividades en el hígado que determi- 
na el nivel celular de fructosa 2,6-bisfosfato, está regu- 
lado por el glucagón y la insulina (Fig. 15-19b). 

Tal como vimos en el Capítulo 12 el glucagón esti- 
mula la adenilil ciclasa del hígado que sintetiza 3”,5”- 
AMP cíclico (CAMP) a partir de ATP. A su vez, el AMP 
cíclico activa una proteína quinasa dependiente de 
CAMP, que transfiere un grupo fosforilo desde el ATP al 
enzima bifuncional PFK-2/FBPasa-2. La fosforilación de 
esta proteína potencia su actividad FBPasa-2 e inhibe 
su actividad PFK-2. De este modo el glucagón disminu- 
ye el nivel celular de fructosa 2,6-bisfosfato inhibiendo 
la glucólisis y estimulando la gluconeogénesis. La pro- 
ducción resultante de más glucosa permite que el híga- 
do reponga los niveles de glucosa sanguínea en respues- 
ta al glucagón. La insulina tiene el efecto opuesto ya que 
estimula la actividad de una fosfoproteína fosfatasa que 
cataliza la eliminación del grupo fosforilo de la proteína 
bifuncional PFK-2/FBPasa-2 aumentando su actividad 
PFK-2, que incrementa la concentración de fructosa 
2,6-bisfosfato, con lo que se estimula la glucólisis y se 
inhibe la gluconeogénesis. 


La xilulosa 5-fosfato es un regulador clave 
de los metabolismos glucídico y lípidico 


Otro mecanismo regulador también actúa controlando 
la concentración de fructosa 2,6-bisfosfato. En el hígado 
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fosfofructoquinasa-2 (PFK-2) y su degradaciór por la fructosa 2,6-bis- 

- fosfatasa (FBPasa-2). (b) Ambas actividades enzimáticas forman parte 
de la misma cadena polipeptídica y ambas están reguladas, de manera 
reciproca, por la insulina y el glucagón. 


de mamíferos, la xiluosa 5-fosfato, un producto de la 
ruta de las pentosas fosfato (ruta de las hexosas mono- 
fosfato), favorece el incremento de la glucólisis que 
tiene lugar después de la ingestión de una comida rica 
en glúcidos. La concentración de xilulosa 5-fosfato 
aumenta a medida que la glucosa que entra en el hígado 
se convierte en glucosa 6-fosfato y se dirige tanto a la 
Mos glucolítica como a la de las pentosas fosfato. La 

` nT N o la fosfoproteína fosfatasa 2A, 

A -20) que desfosforila al enzima bifun- 
cional PFK-2/FBPasa-2 (Fig. 15-19). La desfosforilación 
activa la PFK-2 e inhibe la FBPasa-2 con lo que el con- 
siguiente aumento de la [fructosa 2,6-bisfosfato) estimu- 
la la glucólisis e inhibe la gluconeogénesis. El aumento 
de la gilucólisis dispara la producción de acetil-CoA 
mientras que el incremento en el flujo de hexosa a tra- 
vés de la ruta de las pentosas fosfato genera NADPH. El 
acetil-CoA y el NADPH son los materiales de partida 
para la síntesis de ácidos grasos de la que ya se sabe 
hace tiempo que aumenta de forma espectacular des- 
pués de una comida rica en glúcidos. La xilulosa 5-fos- 
fato también aumenta la síntesis de todos los enzimas 
requeridos para la síntesis de ácidos grasos de acuerdo 
con la predicción del análisis de control metabólico. 
Volveremos a comentar este efecto durante la discusión 
de la integración de los metabolismos glucídico y lipídi- 
co en el Capitulo 23. 


El enzima glucolítico piruvato quinasa es inhibido 
alostéricamente por el ATP 


En los vertebrados hay al menos tres isozimas de la 
piruvato quinasa que difieren en su distribución tisular 
y en su respuesta a los moduladores. Concentraciones 
elevadas de ATP, acetil-CoA, y ácidos grasos de cadena 
larga (indicadores de un suministro abundante de ener- 
gía) inhiben alostéricamente todos los isozimas de la 
piruvato quinasa (Fig. 15-21). El isozima hepático 
(forma L) pero no el isozima muscular (forma M), está 
sujeto a una regulación adicional por fosforilación. 
Cuando una baja concentración de glucosa en sangre 
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FIGURA 15-20 Estructura y acción de la fosfoproteina fosfatasa 2A 
(PP2A). (a) La subunidad catalítica tiene dos iones Mn? en su sítio 
activo, en posición cercana a la superficie de reconocimiento de! sustrato 
formada por la interfase entre la subunidad catalítica y la subunidad 
reguladora. La microcistina-LR, mostrada aquí en rojo, es un inhibidor 
específico de la PP2A. Las subunidades catalítica y reguladoras descan- 
san en un armazón (la subunidad A) que las sitúa en relación de una con 
la otra y da forma al sitio de reconocimiento de sustrato. (b) La PP?2A 
reconoce varias proteínas diana y su especificidad viene dada por la 
subunidad reguladora. Cada una de las diversas subunidades regulado- 
ras se encaja en el armazón que contiene la subunidad catalítica y cada 
subunidad reguladora crea su sitio de unión de sustrato único. te: 
(a) PDB 1D 2NPP, Y. Xu et al., Cel! 127:1239, 20867 0 P 


provoca la liberación de glucagón, la proteína quinasa 
dependiente de cAMP fosforila el isozima L de la piruva- 
to quinasa, inactivándolo. Esto disminuye la utilización 
de glucosa como combustible por el hígado, reservándo- 
la para su exportación al cerebro y otros órganos. En el 
músculo, el efecto del aumento de la [cAMP] es total- 
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mente diferente. En respuesta a la adrenalina, el cAMP 
activa la degradación del glucógeno y la glucólisis y 
proporciona el combustible necesario para la respuesta 
de luchar o huir. 


ii gluconeogénica del piruvato en fosfoenol 
o se encuentra bajo múltiples tipos de regulación 


En la ruta que conduce del piruvato a la glucosa el pri- 
mer punto de control determina el destino del piruvato 
en la mitocondria. El piruvato se puede convertir en 
acetil-CoA (por el complejo de la piruvato deshidroge- 
nasa para impulsar el ciclo de ácido cítrico (Capítulo 
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FIGURA 15-21 Regulación de la piruvato quinasa. El enzima está 
inhibido alostéricamente por el ATP, acetil-CoA y ácidos grasos de 
cadena larga (todos ellos signo de abundante suministro energético) 
mientras que la acumulación de fructosa 1,6-bistosfato provoca su acti- 
vación. La acumulación de alanina, que se puede sintetizar a partir del 
piruvato en un paso, inhibe alostéricamente la piruvato quinasa, 
haciendo más lenta la producción de piruvato por la glucólisis. El isozima 
hepático (forma L} también está regulado hormonalmente. El glucagón 


activa la proteína quinasa dependiente de cAMP (PKA; véase la Fig. 
15-37), la cual fosforila el isozima L de la piruvato quinasa inactivándolo. 
Cuando desciende la concentración de glucagón, una proteína fosfatasa 
(PP) desfostorila la piruvato quinasa activándola. Este mecanismo 
impide que el higado consuma glucosa a través de la glucólisis cuando la 
concentración de glucosa en sangre es baja; en lugar de ello el hígado 
exporta glucosa. Este mecanismo de fosforilación no afecta el isozima 
muscular (forma M). 
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FIGURA 15-22 Dos destinos alternativos para el piruvato. El piruvato 
se puede convertir en glucosa y glucógeno vía gluconeogénesis o ser 
oxidado a acetil-CoA para la producción de energía. El primer enzima de 
cada ruta está regulado alostéricamente; el acetil-CoA producido por 
oxidación de los ácidos grasos o por el complejo de la piruvato deshidro- 
genasa, estimula la piruvato carboxilasa e inhibe la Hne i 


asa Cor 


16), o en oxalacetato (por la piruvato carboxilasa) para 
iniciar el proceso de la gluconeogénesis (Fig. 15-22). 
Cuando los ácidos grasos son fácilmente asequibles 
como combustible, su degradación en las mitocondrias 
hepáticas produce acetil-CoA, señal de que no es nece- 
saria la oxidación de glucosa como combustible. El 
acetil-CoA es un modulador alostérico positivo de la 
piruvato carboxilasa y un modulador negativo de la 
piruvato deshidrogenasa, a través de la estimulación de 
una proteína quinasa que inactiva la deshidrogenasa. 
Cuando están satisfechas las demandas energéticas de 
la célula, la fosforilación oxidativa se hace más lenta, 
aumenta la [NADH] en relación a la [NAD+] lo que inhibe 
el ciclo del ácido cítrico y se acumula acetil-CoA. El 
incremento en la concentración de acetil-CoA inhibe el 
complejo de la piruvato deshidrogenasa con lo que la 
formación de acetil-CoA a partir del piruvato se hace 
más lenta estimulándose la gluconeogénesis por activa- 
ción de la piruvato carboxilasa. Esto permite que el 
exceso de piruvato se convierta en oxalacetato (y, en 
último término, en glucosa). 

El oxalacetato formado de esta manera se convierte 
en fosfoenolpiruvato (PEP) en la reacción catalizada 
por la PEP carboxiquinasa (Fig. 15-13). En los mamífe- 
ros, la regulación de este enzima clave tiene lugar prin- 
cipalmente a nivel de su síntesis y degradación, en res- 
puesta a señales de la dieta y hormonales. El ayuno o 
niveles elevados de glucagón actúan a través del cAMP 
para incrementar la velocidad de transcripción y estabi- 
lizar el mRNA. La insulina, o una concentración elevada 
de glucosa sanguínea, tienen los efectos opuestos. A 
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pción NO Cuando el ChREBP en el citosol de un hepatocita 
uo Ser y otro Thr, no puede entrar en el núcieo. La 
Ser por la proteína fosfatasa PP2A permite que 


pci pe en el núcleo, en donde una segunda destosforilación, de 
(B)Thr, activa ChREBP de manera que se puede asociar con su proteína 
afín, Mix, CHREBP-Mtx se une ahora al elemento de respuesta de glúci- 
dos (ChoRE) en el promotor y estimula la transcripción, PP2A es acti- 
vada alostéricamente por xilulosa 5-fosfato, un intermediario de la ruta 
de las pentosas fosfato. 


continuación se analiza con mayor detalle esta regula- 
ción de la transcripción. Estos cambios, provocados 
generalmente por una señal exterior a la célula (dieta, 
hormonas), tienen lugar en una escala de tiempo de 
minutos a horas. 


La regulación de la glucólisis y de la gluconeogenesis 
por cambios en la transcripción hace variar el número 
de moléculas de enzima 


La mayor parte de las acciones reguladoras discutidas 
hasta el momento están mediadas por mecanismos rápi- 
dos fácilmente reversibles: efectos alostéricos, alteración 
covalente (fosforilación) del enzima o unión a una proteí- 
na reguladora. En otro conjunto de procesos reguladores 
intervienen cambios en el número de moléculas de un 
enzima en la célula, a través de cambios en el balance de 
la síntesis y degradación del enzima. Nuestra discusión se 
orienta ahora a la regulación de la transcripción a través 
de factores de transcripción activados por señales. 

En el Capítulo 12 encontramos receptores nuclea- 
res y factores de transcripción en el contexto de la 
señalización por la insulina. La insulina actúa a través de 
su receptor en la membrana plasmática para activar al 
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TABLA 15-5 Algunos genes regulados por la insulina 


| Expresión incrementada 

| Hexoquinasa H 
Hexoquinasa IV 
Fosfofructoquinasa-1 (PFK-1) 
Piruvato quinasa 
PFK-2/FBPasa-2 

| Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa 

'6-Fosfogluconato deshidrogenasa 
Enzima málico 
ATP-citrato liasa 

| Piruvato deshidrogenasa 


| Acetil-CoA carboxilasa 

| Complejo de la ácido graso sintasa 
'Estearil-CoA deshidrogenasa 

- Acil-CoA-glicerol transferasas 


| Expresión disminuida 
PEP carboxiquinasa 
Glucosa 6-fosfatasa (subunidad catalítica) 


menos dos rutas de señalización diferentes; en cada una 
de ellas se produce la activación de una proteína quina- 
sa. La MAP quinasa ERK, por ejemplo, fosforila los fac- 
tores de transcripción SRF y Elk1 (véase la Fig. 12-19) 
que a continuación estimulan la síntesis de enzimas 


fosforila otro conjunto de factores de trà y on 
(PDX1, por ejemplo) que estimulan la síntesis de enzi- 
mas que metabolizan glúcidos y grasas formados y alma- 
cenados después de un exceso de ingestión de glúcidos 
con la dieta. En las células 8 pancreáticas, PDX1 tam- 
bién estimula la síntesis de la misma insulina. 

La insulina regula la transcripción de más de 150 
genes; los humanos tienen al menos siete tipos genera- 
les de elementos de respuesta a la insulina, cada uno de 
los cuales es reconocido por un subconjunto de factores 
de transcripción activados por la insulina en diferentes 
condiciones. La insulina estimula la transcripción de los 
genes que codifican las hexoquinasas II y IV, PFK-1, 
piruvato quinasa y PFK-2/FBPasa-2 (todas ellas impli- 
cadas en la glucólisis y su regulación); diversos enzimas 
de la síntesis de ácidos grasos así como la glucosa 6-fos- 
fato deshidrogenasa y la 6-fosfogluconato deshidroge- 
nasa, enzimas de la ruta de las pentosas fosfato que 
generan el NADPH necesario para la síntesis de los 
ácidos grasos. La insulina también reduce la expresión 
de los genes de dos enzimas de la gluconeogénesis: PEP 
carboxiquinasa y glucosa 6-fosfatasa (Tabla 15-5). Estos 
cambios tienen los efectos de (1) estimular reacciones 
que consumen glucosa (síntesis de glucógeno, ácidos 
grasos y triacilgliceroles) y (2) inhibir la producción y 
liberación de glucosa del hígado a la sangre. 

Un factor de transcripción importante para el meta- 
bolismo glucídico es el CAREBP (proteína de unión 
al elemento de respuesta a glúcidos; Fig. 15-23), 
que se expresa principalmente en el hígado, tejido adi- 
poso y riñón. Sirve para coordinar la síntesis de enzimas 
necesarios para la síntesis de glúcidos y de grasas. El 


$ 


Ma 


Esencial para la glucólisis, que consume glucosa como 
fuente de energía 


Produce NADPH, que es esencial para la conversión 
de glucosa en lípidos 


Produce acetil-CoA, que es esencial para la conversión 
de glucosa en lípidos 


Esencial para la conversión de glucosa en lípidos 


Esencial para la producción de glucosa mediante 
la gluconeogénesis 


ChREBP en su forma inactiva está fosforilado y se loca- 
liza en el citosol. Cuando la fosfoproteína fosfatasa 
PP2A (Fig. 15-20) elimina un grupo fosforilo de CAREBP, 
el factor de transcripción puede entrar en el núcleo. 
Aquí la PP2A nuclear elimina otro grupo fosforilo y 
ahora el CHREBP se une a su proteína asociada, Mix 
la síntesis de diversos enzimas: piruvato qui- 
o graso sintasa y acetil-CoA carboxilasa, pri- 
mer enzima de la vía de la síntesis de ácidos grasos. 

El control de la actividad PP2A, y de este modo, en 
último término, la síntesis de este grupo de enzimas meta- 
bólicos, corre a cargo de la xilulosa 5-fosfato, un interme- 
diario de la ruta de las pentosas fosfato (Fig. 14-23). 
Cuando la concentración de glucosa sanguínea es elevada, 
la glucosa entra en el hígado y es fosforilada por la hexo- 
quinasa IV. La glucosa 6-fosfato así formada puede entrar 
en la ruta glucolítica o en la ruta de las pentosas fosfato. 
Si lo hace en esta segunda, dos oxidaciones iniciales pro- 
ducen xilulosa 5-fosfato que actúa de señal de que las 
rutas de utilización de la glucosa están bien abastecidas 
de sustrato. Esto lo consigue activando alostéricamente la 
PP2A que, a continuación, desfosforila CAREBP permi- 
tiendo que el factor de transcripción active la expresión 
de los genes que codifican los enzimas de la glucólisis y de 
la síntesis de ácidos grasos (Fig. 15-23). La glucólisis pro- 
duce piruvato y la conversión del piruvato en acetil-CoA 
proporciona el material de partida para la síntesis de áci- 
dos grasos: la acetil-CoA carboxilasa convierte el ace- 
til-CoA en malonil-CoA, primer intermediario comprome- 
tido en la ruta hacia los ácidos grasos. El complejo de la 
ácido graso sintasa produce ácidos grasos que se exportan 
al tejido adiposo y se almacenan en forma de triacilglice- 
roles (Capítulo 21). De esta forma, el exceso de glúcido de 
la dieta se almacena en forma de grasa. 

Otro factor de transcripción hepático, SREBP-1c, 
un miembro de la familia de proteínas de unión a 
elementos reguladores de los esteroles (véase la 
Fig. 21-44) activa la síntesis de piruvato quinasa, hexo- 
quinasa IV, lipoproteína lipasa, acetil-CoA carboxilasa y 
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el complejo de la ácido graso sintasa que convierten el 
acetil-CoA (producido a partir del piruvato) en ácidos 
grasos para su almacenamiento en los adipocitos. La 
síntesis de SREBP-1c es estimulada por la insulina y 
reprimida por el glucagón. SREBP-1c también suprime 
la expresión de diversos enzimas gluconeogénicos: glu- 
cosa 6-fosfatasa, PEP carboxiquinasa y FBPasa-1. 
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FIGURA 15-25 Región promotora de la PEP carboxiquinasa, en 
donde se muestra la complejidad de las señales reguladoras de este 
gen. Este diagrama muestra los factores de transcripción (ios íconos 
más pequeños unidos al DNA) que se sabe que regulan la transcripción 
del gen de la PEP carboxiquinasa. La magnitud con la que se expresa el 
gen depende de la señal combinada que afecta a todos estos factores y 
que puede reflejar la disponibilidad de nutrientes, la concentración de 
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FIGURA 15-24 Mecanismo de regulación génica por el factor de 
transcripción FOXO1. La insulina activa la cascada de señalización mos- 
trada en la Figura 12-20, que lleva a la activación de ta proteina quinasa 
B (PKB). FOXO1 en el citosol es fosforilado por PKB y el factor de trans- 
cripción fosforilado es marcado por la unión de ubiquitina para su degra- 
dación por proteasomas. El FOXO1 que permanece sin fosforilar o que es 
destosforilado puede entrar en el núcleo, se une a un elemento de res- 
puesta y desencadena la transcripción de los genes asociados. La insu- 
lina tiene, por tanto, el efecto de inactivar la expresión de estos genes, 
que incluyen la PEP carboxiquinasa y la glucosa 6-fosfatasa, 


El factor de transcripción CREB (proteína de 
unión al elemento de respuesta del cAMP) activa 
la síntesis de glucosa 6-fosfatasa y PEP carboxiquinasa 
en respuesta a un aumento en la [CAMP] promovida por 
el glucagón. Por el contrario, la inactivación, estimula- 
da por la insulina, de otros factores de transcripción 
inactiva diversos enzimas gluconeogénicos en el hígado: 
PEP carboxiquinasa, fructosa 1,6-bisfosfatasa, el trans- 
portador de glucosa 6-fosfato del retículo endoplasmáti- 
co y la glucosa 6-fosfatasa. Por ejemplo, FOXO1 (for- 
khead box other) estimula la síntesis de enzimas glu- 
coneogénicos y suprime la síntesis de los enzimas de la 
glucólisis, de la ruta de las pentosas fosfato y de la sín- 
tesis de triacilgliceroles (Fig. 15-24). En su forma 
desfosforilada, FOXO1 actúa como factor de transcrip- 
ción nuclear. En respuesta a la insulina, FOXO1 abando- 
na el núcleo y es fosforilado en el citosol por PKB, a 
continuación es marcado por la ubiquitina y degradado 
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glucosa en sangre y otras circunstancias que afectan las necesidades de 
la célula hacia este enzima en un momento determinado. P1, P2, P31, 
P3li y P4 son sitios de unión de proteína identificados por el método de 
fa huella con la DNasa | (véase el Recuadro 26-1). La secuencia TATA es 
el punto de unión para el complejo de transcripción de la RNA polime- 
rasa Ii (Pol 11). [Fuente: Información de K. Chakravarty, Crit. Rev. Bio- 
chem. Mol. Biol. 40:129, 2005, Fig. 2]. 


RECUADRO 15-3 MEDICINA 


El término “diabetes” describe diversas situaciones 
médicas que tienen en común la producción en exce- 
so de orina. En el Recuadro 11-1 describimos la dia- 
betes insípida, en la que la reabsorción defectuosa de 
agua en el riñón es el resultado de una mutación en 
el gen de la acuoporina. La “diabetes mellitus” se 
refiere específicamente a la enfermedad en la que 
está alterada la capacidad de metabolizar glucosa 
debido a un fallo del páncreas para producir insulina 
o la resistencia de los tejidos a las acciones de la 
insulina. 

Existen dos tipos principales de diabetes melli- 
tus. El tipo I, también llamada diabetes mellitus 
dependiente de insulina (IDDM), es debida al ataque 
| autoinmune sobre las células 8 del páncreas produc- 

toras de insulina. Los individuos con IDDM han de 
administrarse insulina por vía inyectable o por inha- 
| lación para compensar su carencia de células 8. La 
IDDM se desarrolla durante la infancia o en la adoles- 
cencia; un nombre antiguo de la enfermedad era 
diabetes juvenil. El tipo 2, también llamado diabetes 
mellitus independiente de insulina (NIDDM), se 
desarrolla de forma típica en adultos de más de 40 
| años de edad. Es mucho más frecuente que la IDDM 
y su aparición entre la población está fuertemente 
correlacionada con la obesidad. La epidemia actual 
de obesidad en los países más desarrollados lleva 


a nivel genético como bioquímico. Después cs com- 
pletar nuestra visión del metabolismo de grasas y 
| proteínas en capítulos posteriores, volveremos (en el 
Capítulo 23) a la discusión de la diabetes que tiene 
| un efecto amplio sobre el metabolismo: de los glúci- 
| dos, grasas y proteínas. 

Aquí consideramos otro tipo de diabetes en la que 
está alterado el metabolismo de glúcidos y grasas: la 
diabetes de aparición madura en los jóvenes (MODY), 
en la que la mutación genética afecta un factor de 
transcripción importante en el transporte de la señal 
de la insulina al núcleo o afecta al enzima que respon- 

| de a la insulina. En MODY?2, una mutación del gen de 
la hexoquinasa IV (glucoquinasa) afecta al hígado y 
páncreas, tejidos en los que ésta es la principal isofor- 


por el proteasoma. El glueagón impide esta fosforilación 
por PKB con lo que FOXO1 permanece activo en el 
núcleo. 

Por muy complicado que pueda parecer el proceso 
antes esbozado, se está demostrando que la regulación 
de los genes que codifican enzimas del metabolismo de 
glúcidos y grasas es mucho más complejo y sutil de lo 
que aquí hemos mostrado. Numerosos factores de trans- 
cripción pueden actuar sobre el mismo promotor génico; 
múitiples proteína quinasas y fosfatasas pueden activar 
o inactivar estos factores de transcripción; además, 
diversos factores proteicos accesorios modulan la acción 
de los factores de transcripción. Esta complejidad es 
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Mutaciones genética: 
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causantes de formas raras de diabetes 


ma de la hexoquinasa. La glucoquinasa de las células 4 
pancreáticas actúa como sensor de la glucosa. Normal- 
mente, cuando se eleva la glucosa sanguínea, también 
aumenta la giucosa en las células 8 y, dado que la 
glucoquinasa tiene una X'_ relativamente elevada para 
la glucosa, su actividad aumenta con el aumento de la 
concentración sanguínea de glucosa. El metabolismo 
de la glucosa 6-fosfato formada en esta reacción 
aumenta el mivel de ATP en las células 4 lo que provo- 
ca la liberación de insulina según el mecanismo mos- 
trado en la Figura 23-28. En los individuos sanos, las 
concentraciones de glucosa sanguínea de -5 mm des- 
encadenan la liberación de insulina. Pero los indivi- 
duos con mutaciones desactivadoras en ambas copias 
del gen de la glucoquinasa tienen umbrales muy eleva- 
dos para la liberación de insulina y, en consecuencia, 
desde el nacimiento presentan hiperglucemia severa, 
es decir diabetes neonatal permanente. En los indivi- 
duos que tienen una copia mutada y otra normal del 
gen de la glucoquinasa, el umbral de glucosa para la 
liberación de insulina aumenta a aproximadamente 7 
mm. En consecuencia, estos individuos tienen unos 
niveles de glucosa en sangre ligeramente superiores a 
lo normal: habitualmente tienen una hiperglucemia 
suave sin síntomas. Esta enfermedad (MODY2) se 
descubre generalmente por accidente durante análisis 
rutinarios de glucosa en sangre. 

Hay al menos otros cinco tipos de MODY, siendo 


APRON el resultado de una mutación inactivadora 
ü 


otro de los factores de transcripción esen- 
ciales para el desarrollo normal y función de las célu- 
las 4 pancreáticas. Los individuos con estas mutacio- 
nes tienen grados diversos de producción disminuida 
de insulina con los defectos asociados para la homeos- 
tasis de la glucosa sanguínea. En MODY1 y MODY3, 
los defectos son suficientemente graves por lo que se 
producen las complicaciones a largo plazo asociadas 
con IDDM y NIDDM: problemas cardiovasculares, 
fallo renal y ceguera. MODYA, 5 y 6 son formas menos 
graves de la enfermedad. En conjunto, las enferme- 
dades MODY representan un pequeño porcentaje de 
los casos de NIDDM. También son muy raros los indi- 
viduos con mutaciones en el gen de la propia insuli- 
na; presentan defectos en la señalización por la insu- 
tina de gravedad diversa. 


manifiesta, por ejemplo, en el gen que codifica la PEP 
carboxiquinasa, un caso muy bien estudiado de control 
de la transcripción. Su región promotora (Fig. 15-25) 
tiene 15 o más elementos de respuesta reconocidos por, 
al menos, una docena de factores de transcripción cono- 
cidos y otros que probablemente se descubrirán en el 
futuro. Los factores de transcripción actúan de manera 
combinada en esta región promotora, y en centenares de 
otros promotores génicos, para afinar con precisión los 
miveles de centenares de enzimas metabólicos y coordi- 
nando su actividad en el metabolismo de glúcidos y 
grasas. La importancia crítica de los factores de trans- 
cripción en la regulación metabólica es aparente al 
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observar los efectos de mutaciones en sus genes. Por 
ejemplo, al menos cinco tipos diferentes de diabetes de 
aparición en la madurez de los jóvenes (MODY) están aso- 
ciados con mutaciones en factores de transcripción espe- 
cíficos (Recuadro 15-3). 


RESUMEN 15.3 Regulación coordinada de la glucólisis 
y la gluconeogénesis 


MM La gluconeogénesis y la glucólisis comparten siete 
enzimas que catalizan las reacciones reversibles de las 
rutas. En los tres pasos restantes, las reacciones directa 
e inversa están catalizadas por enzimas diferentes, sien- 
do éstos los puntos de regulación de las dos rutas. 

M La hexoquinasa IV (glucoquinasa) tiene propieda- 
des cinéticas relacionadas con su papel especial en el 
hígado: libera glucosa a la sangre cuando la glucosa 
sanguínea es baja y capta y metaboliza la glucosa cuan- 
do la glucosa sanguínea es elevada. 

MM La PFK-1 se inhibe alostéricamente por el ATP y el 
citrato. En la mayoría de tejidos de mamífero, hígado 
incluido, la PFK-1 se activa alostéricamente por la fruc- 
tosa 2,6-bisfosfato. 

E La piruvato quinasa se inhibe alostéricamente por el 
ATP y el isozima hepático es también inhibido por fos- 
forilación dependiente de cAMP. 

MM La gluconeogénesis está regulada a nivel de la piru- 
vato carboxilasa (que es activada por el acetil-CoA) y de 
la FBPasa-1 (que es inhibida por la fructosa 2,6-bisfos- 
fato y por el AMP). 

© Para limitar el ciclado de sustrato entre 

y la gluconeogénesis, las dos rutas están bajo 
alostérico recíproco que se consigue mayori t 
por los efectos opuestos de la fructosa 2,6-bisfosfato 
sobre la PFK-1 y la FBPasa-1. 

E El glucagón o la adrenalina disminuyen la [fructosa 
2,6-bisfosfato], al aumentar la [CAMP] y fosforilar el 
enzima bifuncional PFK-2/FBPasa-2. La insulina aumen- 
ta la [fructosa 2,6-bisfosfato] al activar una fosfoproteí- 
na fosfatasa que desfosforila la PFK-2, activándola. 

E La xilulosa 5-fosfato, un intermediario de la ruta de 
las pentosas fosfato, activa la fosfoproteína fosfatasa 
PP2A que desfosforila varias proteínas diana, entre ellas 
PFK-2/FBPasa-2 inclinando el equilibrio hacia la capta- 
ción de glucosa, síntesis de glucógeno y síntesis de 
lípidos en el hígado. 

E Factores de transcripción, entre los que se cuentan 
ChREBP, CREB, SREBP y FOXO1 actúan en el núcleo 
regulando la expresión de genes específicos que codifi- 
can enzimas de las rutas glucolítica y gluconeogénica. 
La insulina y el glucagón actúan de manera antagonista 
en la activación de estos factores de transcripción con 
lo que activan e inhiben gran número de genes. 


cólisis 


15.4 Metabolismo del glucógeno 
en animales 


Nuestra discusión sobre la regulación metabólica, utili- 
zando el metabolismo glueídico como ejemplo principal, 
considera ahora la síntesis y degradación del glucógeno. 
En esta sección nos fijamos en las rutas metabólicas; en 
la Sección 15.5 abordaremos los mecanismos de regula- 
ción. 
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FIGURA 15-26 Gránulos de glucógeno en un hepatocito, El glucógeno 
es una forma de almacenamiento de ghúcidos que aparece como particu- 
las de alta densidad electrónica, a menudo formando agregados o rose- 
tas. En los hepatocitos el glucógeno está íntimamente asociado con 
túbulos del retículo endoptasmático liso. En esta micrografía también se 
ven cinco mitocondrias. [Fuente: BCC Microimaging. Reproducido con 
permiso.) 


El exceso de glucosa se convierte en formas polimé- 
ricas para su almacenamiento: glucógeno en los verte- 
brados y muchos microorganismos, almidón en las 
plantas. En los vertebrados el glucógeno se encuentra 
principalmente en el hígado y en el músculo esqueléti- 
co; puede representar hasta el 10% del peso del hígado 
y el 1 al 2% del peso del músculo. Si toda esta cantidad 
de glucosa se disolviese en el citosol de un hepatocito, 

u concentración sería de aproximadamente 0,4 m, una 
j suficiente para dominar las propiedades osmó- 
NNa Sin embargo, cuando se almacena en 

orma de polímero largo (glucógeno) la misma masa de 

glucosa tiene una concentración de sólo 0,01 zm. El 
glucógeno se almacena en forma de grandes gránulos 
citosólicos. La partícula elemental de glucógeno, la par- 
tícula 8, de unos 21 nm de diámetro consiste en unos 
55.000 residuos de glucosa con unos 2,000 extremos no 
reductores. Entre 20 y 40 de estas partículas se agrupan 
formando rosetas a que son fácilmente visibles al 
microscopio en muestras de tejido de animales bien 
alimentados (Fig. 15-26) si bien están prácticamente 
ausentes en los animales sometidos a un ayuno de 24 
horas. 

El glucógeno del músculo se encuentra allí para 
proporcionar una fuente de energía rápida para el meta- 
bolismo tanto aeróbico como anaeróbico. El glucógeno 
muscular se puede agotar en menos de una hora duran- 
te la actividad vigorosa. El ghicógeno hepático sirve 
como almacén de glucosa para otros tejidos cuando no 
está disponible glucosa en la dieta (entre comidas o 
durante el ayuno); esto es de interés especial para las 
neuronas del cerebro que no pueden utilizar ácidos gra- 
sos como combustible. El glucógeno hepático puede 
desaparecer en un período de 12 a 24 horas. En el hom- 
bre, la cantidad total de energía almacenada en forma 
de glucógeno es mucho menor que la cantidad almace- 
nada en forma de grasa (triacilglicerol) (véase la Tabla 
23-6), pero las grasas no se pueden convertir en glucosa 
en los vertebrados y no se pueden catabolizar anaeróbi- 
camente. 

Los gránulos de glucógeno son agregados comple- 
jos de glucógeno y de los enzimas que lo sintetizan y 


FIGURA 15-27 Eliminación de un residuo de . 
glucosa del extremo no reductor de una cadena 
de glucógeno por la glucógeno fosforilasa. Este 
proceso es repetitivo; el enzima elimina residuos 
de glucosa sucesivos hasta que alcanza la cuarta 
unidad de glucosa desde un punto de ramifica- 
ción (véase Fig. 15-28). 
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degradan así como la maquinaria utilizada para regular 
estos enzimas. Los mecanismos generales de almacena- 
miento y movilización del glucógeno son los mismos en 
el músculo que en el hígado si bien los enzimas difieren 
en aspectos sutiles, aunque importantes, que reflejan 
los diferentes papeles del glucógeno en los dos tejidos. 
El glucógeno también se obtiene de la dieta y se degra- 
da en el intestino, lo qne implica un conjunto diferente 
de enzimas hidrolíticos que convierten el glucógeno en 
glucosa libre. (El almidón de la dieta se hidroli 
forma similar). Ermpezaremos nuestra (eo 
degradación el glucógeno a glucosa 1-fo u 
nólisis) para, a continuación, examinar la síntesis de 
glucógeno (glucogénesis). 


La degradación del glucógeno está catalizada 


por la glucógeno fosforilasa 


En el músculo esquelético y en el hígado las unidades 
de glucosa de las ramas exteriores del glucógeno entran 
en la ruta glucolítica a través de la acción de tres enzi- 
mas: glucógeno fosforilasa, enzima desramificador del 
glucógeno y fosfoglucomutasa. La glucógeno fosforilasa 
cataliza la reacción en la que el enlace glucosídico 
(al— 4) que une dos residuos de glucosa en un extre- 
mo no reductor del glucógeno es atacado por el fosfato 
inorgánico (P), eliminando el residuo glucosa terminal 
en forma de «:-D-glucosa 1-fosfato (Fig. 15-27). 
Esta reacción de fosforólisis es diferente de la hidróli- 
sis de enlaces glucosídicos por la amilasa durante la 
degradación intestinal del glucógeno o del almidón de 
la dieta. En la fosforólisis, se conserva parte de la ener- 
gía del enlace glucosídico en la formación del éster 
fosfato, glucosa 1-fosfato (véase la Sección 14.2). 

El piridoxal fosfato es un cofactor esencial en la 
reacción de la glucógeno fosforilasa; su grupo fosfato 
actúa como catalizador ácido general, promoviendo el 
ataque del P, sobre el enlace glucosídico. (Éste es un 
papel inusual del piridoxal fosfato. En la Fig..18-6 se 
describirá con detalle un papel más típico como cofac- 
tor en el metabolismo de los aminoácidos). 

La glucógeno fosforilasa actúa repetitivamente 
sobre los extremos no reductores de las ramas del glu- 
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OH Cadena de glucógeno 
(glucosa), 
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en un residuo (glucosa),, 


cógeno hasta que alcanza un punto que se halla a cuatro 
residuos de glucosa de un punto de ramificación 
(a1—6) (véase la Fig. 7-13) en donde se detiene su 
acción. La degradación posterior por la glucógeno fos- 
forilasa sólo puede tener lugar después de ia acción de 
un enzima desramificante, formalmente conocido 
como oligo (a1—6) a (a1—4) glucantransferasa, 
que cataliza dos reacciones sucesivas que transfieren 
ramificaciones (Fig. 15-28). Una vez transferidas las 
ramificaciones y se ha hidrolizado el residuo glucosilo 


ATEFA Aiglucógeno fosforilasa continúa su actividad, 


La glucosa 1-fosfato puede entrar en la glucólisis o, 
en el hígado, reponer la glucosa sanguínea 


La glucosa 1-fosfato, producto final de la reacción de la 
glucógeno fosforilasa, se convierte en glucosa 6-fosfato 
por la fosfoglucomutasa, que cataliza la reacción 
reversible 


Glucosa 1-fosfato == glucosa 6-fosfato 


Inicialmente fosforilada en un residuo Ser, el enzima 
cede un grupo fosforilo al C-6 del sustrato y a continua- 
ción acepta un grupo fosforilo del C-1 (Fig. 15-29). 
La glucosa 6-fosfato formada a partir del glucógeno 
en el músculo esquelético puede entrar en la glucólisis 
y servir como fuente de energía para sostener la con- 
tracción muscular. En el hígado, la degradación del 
glucógeno sirve para un propósito diferente: liberar 
glucosa a la sangre cuando disminuye el nivel de gluco- 
sa sanguínea, tal como sucede entre comidas. Esto 
requiere el enzima glucosa 6-fosfatasa, que está presen- 
te en el hígado y riñón, pero no en otros tejidos. El 
enzima es una proteína integral de membrana del retí- 
culo endoplasmático, de la que se predice que contiene 
nueve hélices transmembrana, con su sitio activo en el 
lado de la luz del RE. La glucosa 6-fosfato formada en el 
citosol se transporta a la luz del RE mediante un trans- 
portador específico (T1) (Fig. 15-30) y se hidroliza en 
la superficie luminal por la glucosa 6-fosfatasa, Se cree 
que el P, y la glucosa resultantes vuelven al citosol 
mediante dos transportadores diferentes (T2 y T3) y 
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que la glucosa abandona el hepatocito mediante el 
transportador de la membrana plasmática, GLUTZ2. 
Observe que al estar el sitio activo de la glu 6-fosfa- 
tasa dentro de la luz del RE, la célula se 

ción del proceso de la glucólisis, que tiene n el 
citosol y sería abortado por la acción de la glucosa 
6-fosfatasa. Defectos genéticos tanto en la glucosa 
6-fosfatasa como en T1 producen trastornos importan- 
tes del metabolismo del glucógeno dando lugar a la 
enfermedad del almacenamiento del glucógeno tipo la 
(Recuadro 15-4). 

Debido a que los tejidos muscular y adiposo carecen 
de glucosa 6-fosfatasa, no pueden convertir la glucosa 
6-fosfato formada por degradación del glucógeno en 
glucosa, por lo que estos tejidos no aportan glucosa a la 


sangre. 


El nucleótido-azúcar UDP-glucosa aporta glucosa 
para la síntesis de glucógeno 


En muchas de las reacciones en 
las que se transforman o polimeri- 
zan las hexosas intervienen 
nucleótidos-azúcar, compues- 
tos en los que el carbono anomé- 
rico de un azúcar es activado por 
unión de un nucleótido a través 
de un enlace éster fosfato. Los 
nucleótidos-azúcar son los sustra- 
tos para la polimerización de los 
monosacáridos a disacáridos, glu- 
cógeno, almidón, celulosa y poli- 
sacáridos extracelulares más 
complejos. Son también intermediarios clave en la pro- 
ducción de aminohexosas y desoxihexosas encontradas 
en algunos de estos polisacáridos, y en la síntesis de 
vitamina C (ácido L-ascórbico). El papel de los nucleóti- 


Luís Leloir, 1906-1987 
[Fuente: AP — Photo/John 
Lindsay.) 


FIGURA 15-28 Degradación del glucógeno cerca de un punto de 
ramificación (œ1— 6). Después de la eliminación secuencial de resi- 
duos terminales de glucosa por la glucógeno fosforilasa (véase la Fig, 
15-27), los residuos de glucosa cercanos a un punto de ramificación son 
eliminados mediante un proceso en dos etapas que requiere un enzima 


_desramificador bifuncional. En primer lugar la actividad transferasa del 


enzima desplaza un bloque de tres residuos de glucosa desde la ramifi- 
cación a un extremo no reductor cercano al que se unen por enlace 
(a1—4), El único residuo de glucosa restante en el punto de ramifica 

ción, en enlace (al--6) se libera a continuación como glucosa libre por 
la actividad glucosidasa (a1—6) del enzima. Los residuos de glucosa se 
muestran de forma abreviada omitiéndose los grupos -H, -OH y - 
CH,OH de los anillos de piranosa. 


dos-azúcar en la biosíntesis de glucógeno y de muchos 
derivados glucídicos fue descubierto en 1953 por el 
bioquímico argentino Luís Leloir. 


Grupo b-glucosilo 


UDP-glucosa 
(un nucléotido-azúcar) 


ATION 


La adecuación de los nucleótidos-azúcar a las reaccio- 
nes biosintéticas se debe a varias propiedades: 


1. Su formación es metabólicamente irreversible, con- 
tribuyendo de este modo a la irreversibilidad de las 
rutas biosintéticas en las que son intermediarios. La 
condensación de un nucleósido trifosfato con una 
hexosa 1-fosfato para formar un nucleótido-azúcar 
tiene una variación pequeña de energía libre positi- 
va en la célula, pero la reacción libera PP, que es 
rápidamente hidrolizado por la pirofosfato inorgáni- 
co hidrolasa (Fig. 15-31), en una reacción que es 
muy exergónica (AG” = -19,2 kJ/mol). Esto mantie- 
ne baja la concentración celular de PP, lo que ase- 
gura que la variación real de energía libre en la 
célula sea favorable. En efecto, la eliminación rápi- 
da del producto, impulsada por la gran variación 
negativa de energía libre que resulta de la hidrólisis 
del PP, impulsa la reacción sintética, una estrategia 
común en muchas reacciones de polimerización 
biológicas. 


2. Aunque en las transformaciones químicas de los 
nucleótidos-azúcar no intervienen átomos del pro- 
pio nucleótido, la parte nucleotídica ofrece muchos 
grupos potenciales para el establecimiento de inte- 
racciones no covalentes con los enzimas; la energía 
libre de fijación adicional contribuye de manera 
significativa a la actividad catalítica del enzima 
(Capítulo 6; véase también las p. 311). 


Glucosa 
1,6-bisfosfato 


H¿COPOj 
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Fostoglucomutasa 


FIGURA 15-29 Reacción catalizada por la fostoglucomutasa. La reac- 
ción empieza con el enzima fosforilado en un residuo Ser. En el paso E) 
el enzima cede su grupo fosforilo (azul) a la glucosa 1-fosfato produ- 


3. Al igual que el fosfato, el grupo nucleotidilo (UMP o 
AMP, por ejemplo) es un excelente grupo saliente, 
que facilita el ataque nucleofílico al activar el carbo- 
no del glúcido al que está unido. 


4. Mediante el “marcado” de algunas hexosas con gru- 
pos nucleotidilo, las células pueden dejarlos aparte 
para un objetivo (síntesis de glucógeno, por ejem- 
plo), en un fondo diferente del de las hexosas fosfato 
marcadas para otro objetivo (tal como la glucólisis). 


La síntesis de glucógeno tiene lugar virtualmente en 
todos los tejidos animales pero es especialmente im 
tante en el hígado y en el músculo cli D 
de inicio de la síntesis de glucógeno es l a 
fato. Tal como vimos puede provenir de la glucosa libre 
en una reacción catalizada por los isozimas hexoquinasa 
Iy hexoquinasa ÍI en el músculo y por la hexoquinasa IV 
(glucoquinasa) en el hígado: 


D-Glucosa + ATP --> D-glucosa 6-fosfato + ADP 


Sin embargo, una parte de la glucosa ingerida va a parar al 
glucógeno por una vía menos directa. Es captada primera- 
mente por los eritrocitos convirtiéndose glucolíticamente 
en lactato; éste es a continuación captado por el hígado y 
convertido en glucosa 6-fosfato mediante gluconeogénesis. 

Para iniciar la síntesis de glucógeno, la glucosa 
6-fosfato se convierte en glucosa-1-fosfato en la reac- 
ción de la fosfoglucomutasa: 


AO 
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ciendo glucosa 1,6-bisfosfato, En el paso @, el grupo fosforilo en C-1 de 
la glucosa 1,6-bistostato (rojo) se vuelve a transferir al enzima, volviendo 
a formar el fostoenzima y produciendo glucosa 6-fosfato. 


Glucosa 6-fosfato === glucosa 1 -fosfato 


El producto de esta reacción se convierte en UDP-glu- 
cosa por acción de la UDP-glucosa pirofosforilasa es 
una reacción clave en la biosíntesis del glucógeno: 


Glucosa 1-fosfato + UTP — UDP-glucosa + PP, 


Observe que este enzima se denomina por la reacción 
inversa; en la célula, esta reacción transcurre en la 
dirección de formación de la UDP-glucosa debido a que 
to se hidroliza rápidamente a fosfato inorgá- 
pirofosfato inorgánico hidrolasa (Fig. 15-31). 

La UDP-glucosa es el dador inmediato de residuos 
de glucosa en la reacción catalizada por la glucógeno 
sintasa, la cual promueve la transferencia del residuo 
de glucosa desde la UDP-glucosa a un extremo no 
reductor de una molécula ramificada de glucógeno 
(Fig. 15-32). El equilibrio global de la ruta desde 
glucosa 6-fosfato al glucógeno alargado en una unidad 
de glucosa favorece enormemente la síntesis del glu- 
cógeno. 

La glucógeno sintasa no puede formar los enlaces 
(œal—6) que se encuentran en los puntos de ramifica- 
ción del glucógeno; la formación de estos enlaces corre 
a cargo del enzima ramificador del glucógeno, también 
llamado amilo (1—4) a (1—6) transglucosilasa o 
glucosil-(4—-6)-transferasa. El enzima ramificador del 


Membrana 
plasmática FIGURA 15-30 Hidrólisis de 
la glucosa 6-fostato por la glu- 
cosa 6-fosfatasa del RE, El sitio 
catalítico de la glucosa 6-fosta- 
tasa está encarado hacia la luz 
del RE. Un transportador (T1) 
de glucosa 6-fosfato (G6P) 
transporta el sustrato desde el 
citosol a la luz y los productos 
glucosa y P, pasan al citosol 
mediante transportadores espe- 
cíficos (T2 y T3). La glucosa 
concentración f f 
de glucosa en abandona la célula vía el trans- 
sangre portador GLUT2 de la mem- 
brana plasmática. 
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FIGURA 15-31 Formación de un nucleótido azúcar. Se produce una 
reacción de condensación entre un nucleósido trifosfato (NTP) y un azú- 
car fosfato. El oxígeno del azúcar fosfato cargado negativamente actúa 
como nucleófilo atacando el fostato a del nucleósido trifosfato y despla- 
zando pirofosfato. La reacción es impulsada hacia delante gracias a la 
hidrólisis del PP por la pirofosfato inorgánico hidrolasa. 


glucógeno cataliza la transferencia de un fragmento 
terminal de 6 ó 7 residuos de glucosa desde el extremo 
no reductor de una rama de glucógeno que tiene al 
menos 11 residuos al grupo hidroxilo en C-6 de un resi- 
duo de glucosa en un punto más interior de la misma o 
de otra rama de glucógeno, con lo que se crea una 
nueva rama (Fig. 15-33). La glucógeno sintasa puede 
añadir más residuos de glucosa a la nueva rama. El efec- 
to biológico de la ramificación es que la molécula de 
glucógeno sea más soluble al tiempo que se aumenta el 
número de extremos no reductores. Esto aumenta el 
número de sitios accesibles tanto para la glucógeno fos- 
forilasa como para la glucógeno sintasa, enzimas que 
sólo actúan en extremos no reductores. 


La glucogenina incorpora los residuos iniciales de azúcar 
del glucógeno 


La glucógeno sintasa no puede iniciar de novo una 
nueva cadena de glucógeno. Requiere un cebador, habi- 
tualmente una cadena o una rama preformadas de 
(al —4) poliglucosa que tenga como mínimo ocho resi- 
duos de glucosa. ¿Cómo se inicia una nueva 
de glucógeno? Una curiosa proteína deno 
genina (Fig.15-34), es a la vez el cebador 
se unen nuevas cadenas y el enzima que catalizado su 
unión. El primer paso en la síntesis de una nueva molé- 
cula de glucógeno es la transferencia de un residuo de 
glucosa desde la UDP-glucosa al grupo hidroxilo de la 
Tyr'% de la glucogenina catalizado por la actividad glu- 
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cosiltransferasa mtrínseca de la proteína (Fig. 15-35 ). 
La cadena naciente se extiende mediante la adición 
secuencial de otros siete residuos de glucosa cada uno 
de ellos procedentes de la UDP-glucosa; las reacciones 
son catalizadas por la actividad de alargamiento de la 
cadena de la glucogenina. En este punto la glucógeno 
IN relevo continuando la extensión de la 
| ógeno. La glucogenina permanece sepul- 
tada dentro de la partícula 4 unida de forma covalente 
al único extremo reductor de la molécula de glucógeno 
(Fig. 15-35b). La debilidad muscular y fatiga, desapari- 
ción de glucógeno hepático y pulso irregular (arritmia 
cardíaca) son algunas de las consecuencias médicas de 
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ŚCH-OH FIGURA 15-32 Síntesis del glucógeno. Una cadena de glucógeno se alarga 
El O, mediante la glucógeno sintasa. E! enzima transfiere el residuo de glucosa de la 
A, H Ni UDP-glucosa al extremo no reductor de una rama de glucógeno (véase la Fig. 
¿KR OH i 7-13) formando un nuevo enlace (a1-=4). 
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FIGURA 15-33 Síntesis de ramificaciones en el glucógeno. El enzima ramificador del glucógeno (también llamado amilo (1—4) a (1—6) transgluco- 
siasa o glucosil-(4—-6)-transferasa) forma un nuevo punto de ramificación durante la síntesis del glucógeno. 


una mutación en el gen de la glucogenina que suprime 
la actividad polimerizante de la proteína. 


RESUMEN 15.4 Metabolismo del glucógeno en animales 


E El glucógeno se almacena en el músculo y en el 
hígado en forma de grandes partículas insolubles que 
contribuyen de manera insignificante a la osmolaridad 
del citosol. Dentro de las partículas se encuentran los 
enzimas que metabolizan el glucógeno así como O 
enzimas reguladores. 

MM La glucógeno fosforilasa cataliza 
lítica en los extremos no reductores ade 
glucógeno con producción de glucosa 1-fosfato. El enzi- 
ma desramificante transfiere ramas a las cadenas prin- 
cipales y libera el residuo del punto de ramificación 
(a1—-6) en forma de glucosa libre. 

E La fosfoglucomutasa interconvierte glucosa 1-fosfa- 
to y glucosa 6-fosfato. La glucosa 6-fosfato puede entrar 
en la glucólisis o, en el hígado, puede convertirse en 
glucosa libre por acción de la glucosa 6-fosfatasa del 
retículo endoplasmático siendo a continuación liberada 
para reponer la glucosa sanguínea. 

E El nucleótido-azúcar UDP-glucosa dona residuos de 
glucosa al extremo no reductor del glucógeno en la 
reacción catalizada por la glucógeno sintasa. Un enzima 
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ramificador diferente produce los enlaces (a1—-6) de 
los puntos de ramificación. 

E Las nuevas partículas de glucógeno se inician con la 
formación autocatalítica de un enlace glucosídico entre 
la glucosa de la UDP-glucosa y un residuo Tyr de la pro- 
teína glucogenina, seguida de la adición de varios resi- 
duos de glucosa para formar un cebador sobre el que ya 
puede actuar la glucógeno sintasa. 
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Tal como ya hemos visto la movilización del glucógeno 
almacenado se consigue gracias a la glucógeno fosforila- 
sa que degrada el glucógeno a glucosa 1-fosfato (Fig. 
15-27). La glucógeno fosforilasa es un caso especial- 
mente instructivo de regulación enzimática. Fue uno de 
los primeros ejemplos conocidos de un enzima regulado 
alostéricamente y el primer enzima del que se demostró 
que estaba regulado por fosforilación reversible. Tam- 
bién fue uno de los primeros enzimas alostéricos del que 
se obtuvieron las estructuras tridimensionales de las 
formas activa e inactiva mediante estudios cristalográfi- 
cos por rayos X. La glucógeno fosforilasa también ilustra 
sobre cómo los isozimas juegan sus papeles con especi- 
ficidad de tejido. 


FIGURA 15-34 Estructura de la glucogenina. La glucogenina muscular 
(M, 37.000) forma dímeros en solución. En la especie humana se encuentra 
una segunda isoforma en el hígado, glucogenina-2. El sustrato, UDP-glucosa 
está unido a un pliegue de Rosmann cerca dei extremo amino y a cierta dis- 
tancia de los residuos Tyr', 1S5Á de la Tyr del mismo monómero, 12Á de la 
Tyr que se encuentra en la otra subunidad. Cada UDP-glucosa está unida a 
través de sus fosfatos a un ión Mn” que es esencial para la catálisis, Se cree 
que el Mn** funciona como aceptor de un par electrónico (ácido de Lewis) 
que estabiliza el grupo saliente, UDP. El enlace glucosídico del producto 
tiene la misma configuración alrededor del C-1 de la glucosa que el sustrato 
UDP-glucosa, lo que sugiere que la transferencia de glucosa desde el UDP a 
la Tyr™ tiene lugar en dos pasos. El primer paso es, probablemente, un ata- 
que nucleofílico por el Asp'* que forma un intermedio temporal con la con- 
figuración invertida. Un segundo ataque nucleofílico por la Tyr restablece 
la configuración inicial. [Fuente: PDB 1D 1LL2. B. J. Gibbons et at., J. Mol. Biol. 
319:463, 2002.] 
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La glucogéno fosforilasa está sujeta a control alostérico 
y hormonal 


A finales de la década de 1930, Carl y Gerty Cori 
(Recuadro 15-4) descubrieron que la glucógeno fosfori- 
lasa del músculo esquelético se presenta en dos formas 
interconvertibles: una forma catalíticamente activa, la 
glucógeno fosforilasa a, y la glucógeno fosforilasa 
b, que es menos activa (Fig. 15-36). Estudios posterio- 
res realizados por Earl Sutherland mostraron que la 
fosforilasa b predomina en el músculo en reposo, pero 
durante el ejercicio vigoroso la 
adrenalina desencadena la fosfo- 
rilación de un residuo Ser espe- 
cífico de la fosforilasa b, convir- 
tiéndola en la forma más actíva 
fosforilasa a. (Obsérvese que la 
glucógeno fosforilasa se denomi- 
na a menudo simplemente fosfo- 
rilasa, honor que se debe al 
hecho de que fue la primera 
fosforilasa descubierta; el nom- 
bre abreviado ha persistido 
tanto en el uso común como en 
la bibliografía). 


Eari W. Sutherland, Jr., 
1915-1974 [Fuente: 
Science Source.] 
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El enzima (fosforilasa b quinasa) responsable de la 
activación de la fosforilasa mediante la transferencia de 
un grupo fosforilo a su residuo Ser está asimismo activa- 
da por la adrenalina o el glucagón a través de una serie 
de pasos que se muestran en la Figura 15-37. Suther- 
land descubrió el segundo mensajero cAMP, que aumen- 
ta su concentración en respuesta a la estimulación por 
adrenalina (en el músculo) o por glucagón (en el híga- 
do). La elevada [cAMP] inicia una cascada enzimática, 
en la que un catalizador activa un catalizador el cual 
activa otro catalizador (véase la Sección 12.2). Tales 
cascadas permiten una gran amplificación de la señal 
inicial (véanse los recuadros rosas de la Fig. 15-37). El 
aumento en la [cAMP] activa la proteína quinasa depen- 
diente de cCAMP (PKA). A continuación la PKA fosforila 
y activa a la fosforilasa b quinasa, que cataliza la fos- 
forilación de residuos Ser en cada una de las dos subuni- 
dades idénticas de la glucógeno fosforilasa activándola 
con lo que, de este modo, se estimula la degradación del 
glucógeno. En el músculo esto proporciona combustible 
para que la glucólisis mantenga la contracción muscular 
para la respuesta de luchar o huir señalada por la adre- 
nalina. En el hígado, la degradación del glucógeno com- 
bate la baja concentración de glucosa sanguínea señala- 
da por el glucagón, liberando glucosa a la sangre. Estos 
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FIGURA 15-35 Glucogenina y estructura de la partícula de glucógeno. (a) La glu- 
cogenina cataliza dos reacciones separadas. El ataque inicial por el grupo hidroxilo de 
A ñ e Tyr™ sobe el C-t de la porción glucosilo de ta callao da lugar a un residuo 

yr glucosilado. A continuación se ataca el C-1 de otra molécula de UDP-glucosa por 
el grupo hidroxilo en C-4 de la glucosa terminal repitiéndose esta secuencia para for- 
mar una molécula naciente de glucógeno con ocho residuos glucosa unidos por enla- 
ces glucosídicos (al —4). (b) Estructura de la partícula de glucógeno. Empezando con 
UDP | una molécula de glucogenina centra!, se extienden cadenas de glucógeno (12 a 14 resi- 
duos) en zonas o niveles. Las cadenas interiores tienen dos ramificaciones (al—6) 
cada una. Las cadenas del nivel exterior no están ramificadas. En una particula de glu- 
cógeno madura hay 12 niveles (aquí sólo se muestran 5) que contienen unos 55.000 
residuos de glucosa en una molécula de unos 21 nm de diámetro y M, -1 x 10”. 
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papeles diferentes quedan reflejados en diferencias 
sutiles de los mecanismos de regulación en el músculo y 
en el hígado. Las glucógeno fosforilasas de hígado y de 
músculo son isozimas codificados por genes diferentes y 
que difieren en sus propiedades reguladoras. 

En el músculo, además de la regulación de la fosfo- 
rilasa mediante la modificación covalente existen dos 
mecanismos de control alostéricos (Fig. 15-37). El Ca”, 
la señal para la contracción muscular, se une a la fosfo- 
rilasa b quinasa y la activa, provocando la conversión de 
la fosforilasa b en la forma a activa. El Ca** se une a la 
fosforilasa b quinasa a través de su subunidad ó, que es 
la calmodulina (véase la Fig. 12-12). El AMP, que se 
acumula durante el ejercicio muscular vigoroso como 
consecuencia de la degradación del ATP, se une a la 
fosforilasa activándola y acelerando la liberación de glu- 
cosa 1-fosfato a partir del glucógeno. Cuando los niveles 
de ATP son los adecuados, el ATP bloquea el sitio alos- 
térico al que se une el AMP, inactivando a la fosforilasa. 

Cuando el músculo vuelve al reposo, un segundo 
enzima, fosforilasa a fosfatasa, también denominado 
fosfoproteína fosfatasa 1 (PP1), elimina los grupos 
fosforilo de la fosforilasa a, convirtiéndola en la forma 
menos activa, fosforilasa b. 

Al igual que el enzima muscular, la glucógeno fosfo- 
rilasa hepática está regulada hormonalmente (por fosfo- 
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FIGURA 15-36 Regulación de la glucógeno fosforilasa de músculo 
por modificación covalente. En la forma más activa del enzima, fosfori- 
lasa a, los residuos Ser'* uno en cada subunidad, están fostorilados. La 
tosforilasa a se convierte en la forma menos activa, fosforilasa b, por 
pérdida enzimática de estos grupos fosforilo, catalizada por la fosforilasa 
a fosfatasa (también conocida como fosfoproteina fosfatasa 1, PP1). La 
fosforilasa b se puede reconvertir (reactivar) a fosforilasa a por acción 
de la fosforilasa b quinasa. (Véase también la Fig. 6-42 sobre la regula- 
ción de la glucógeno fosforilasa). 
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FIGURA 15-37 Mecanismo de cascada de la acción de la 
adrenalina y del glucagón. Al unirse a receptores de superficie 
específicos, tanto la adrenalina que actúa sobre un miocito 
(izquierda) como el glucagón que actúa sobre un hepatocito 
(derecha) activan un proteína fijadora de GTP, la G,, (véase la 
Fig. 12-7). La G,, activa provoca un aumento en la [CAMP], que 
activa la PKA. Esto pone en marcha una cascada de fosforiia- 
ciones; la PKA activa la fosforilasa b quinasa, la cual activa 
entonces la glucógeno fosforilasa. Tales cascadas efectúan una 
gran amplificación de la señal inicial; las cifras en los recuadros 
rosas son probablemente estimaciones bajas del incremento 
real en el número de moléculas en cada paso de la cascada. La 
degradación resultante del glucógeno proporciona glucosa, que 
en el miocito puede suministrar ATP (vía glucólisis) para la 
contracción muscular y en el hepatocito se libera a la sangre 
para contrarrestar la baja concentración de glucosa en la 
misma. 
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RECUADRO 15-4 


| Gran parte de lo que está escrito en los actuales libros 

de texto de Bioquímica sobre el metabolismo del glu- 

cógeno se descubrió entre 1925 y 1950 por el notable 

equipo matrimonial de Carl F, Cori y Gerty T. Cori. 

Ambos se formaron en medicina en Europa al final de 

la 1° Guerra Mundial (ella completó los estudios pre- 

médicos y la Facultad de Medicina en ¡un año!). Aban- 

donaron Europa en 1922 para establecer laboratorios 

i| de investigación en los Estados Unidos, primero 

durante nueve años en Buffalo, Nueva York, en lo que 

es ahora el Roswell Park Memorial Institute, y después 

a partir de 1931 hasta el final de sus vidas en la Was- 
hington University de St. Louis. 


El matrimonio Coris en el Gerty Cori's laboratory, hacia 1947 [Fuente: 
AP Photo.] 


| En sus estudios fisiológicos iniciales sobre el origen 
| y destino del glucógeno en el músculo de animales, los 
Cori demostraron la conversión del glucógeno en lacta- 
to en tejidos, el paso del lactato de la sangre al hígado 
y, en el hígado, la reconversión del lactato en glucógeno, 


Sitios alostéricos 
vacíos 


ms der” 
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Carl y Gerty Cori: Pioneros del metabolismo y enfermedades del glucógeno 


23-21). Continuando con estas investigaciones a nivel 
bioquímico demostraron que el glucógeno se movilizaba 
mediante una reacción de fosforólisis catalizada por el 
enzima descubierto por ellos, la glucógeno fosforilasa. 
Identificaron el producto de esta reacción (el “éster de 
Cori”) como glucosa 1-fosfato y demostraron que se 
podía reincorporar al glucógeno mediante la reacción 
inversa. Aunque esto no demostró que fuese ésta la 
reacción mediante la que se sintetiza el glucógeno en 
las células fue la primera demostración in vitro de la 
síntesis de una macromolécula a partir de subunidades 
monoméricas sencillas lo que inspiró a otros investiga- 
dores en la búsqueda de enzimas polimerizadores. 
Arthur Kornberg, descubridor de la primera DNA poli- 
merasa dijo de esta experiencia en el laboratorio de los 
Cori, “la glucógeno fosforilasa, no el apareamiento de 
bases, fue lo que me llevó a la DNA polimerasa”. 

Gerty Cori se interesó más adelante por las 

enfermedades genéticas humanas en las que se 
almacena demasiado glucógeno en el hígado. Identifi- 
có el defecto bioquímico de varias de estas enfermeda- 
des y demostró que se pueden diagnosticar mediante 
ensayos de los enzimas del metabolismo del glucógeno 
en pequeñas muestras de tejido obtenidas por biopsia. 
En la Tabia 1 se resume lo que conocemos actualmen- 
te sobre 13 enfermedades genéticas de esta clase. Y 

Carl y Gerty Cori compartieron el Premio Nobel de 

risiología o Medicina en 1947 junto con Bernardo Hous- 
, al que se mencionó por sus estudios 
ión hormonal del metabolismo de los 
glúcidos. El laboratorio de los Cori en St. Louis se con- 
virtió en un centro internacional de investigación bioquí- 
mica en las décadas de 1940 y 1950, y al menos seis 
científicos que se formaron con los Cori obtuvieron el 
premio Nobel: Arthur Kornberg (por la síntesis del DNA, 
1959), Severo Ochoa (por la síntesis del RNA, 1959), 
Luís Leloir (por el papel de los nucleótidos-azúcar en la 
síntesis de polisacáridos, 1970), Earl Sutherland (por el 
descubrimiento del cAMP en la regulación del metabo- 
lismo glucídico, 1971), Christian de Duve (por el fraccio- 
namiento subcelular, 1974) y Edwin Krebs (por el des- 
cubrimiento de la fosforilasa quinasa, 1991). 
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FIGURA 15-38 La glucógeno fosforilasa hepática es un sensor de la 
glucosa. La fijación de la glucosa a un sítio alostérico del isozima hepá- 
tico de la fostorilasa a induce un cambio conformacional que expone sus 
residuos Ser fosforilados a la acción de la fosforilasa a fosfatasa (PP1). 


Esta fosfatasa convierte la fosforilasa o en fosforilasa b, reduciendo drás- 
ticamente la actividad de la fosforilasa y haciendo que la degradación del 
glucógeno sea más lenta en respuesta a una glucosa sanguínea alta. La 
insulina también actúa indirectamente para estimular la PP1 y hacer más 
lenta la degradación del glucógeno. 
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TABLA 1 Enfermedades del almacenamiento del glucógeno en el hombre 
| Tipo (nombre) Enzima afectado Órgano primario afectado Simom | 
: Tipo 0 Glucógeno sintasa Hígado Baja glucosa sanguínea, cuerpos el 
| cetónicos elevados, muerte temprana | | 
Tipo la Glucosa 6-fosfatasa Hígado Hepatomegalia, fallo renal | ¡ | 
(de von Gierke) 7 
l la Tipo Ib Glucosa 6-fosfato Hígado Como en el tipo la; también | 
translocasa microsómica susceptibilidad elevada a infecciones 
bacterianas | 
Tipo le Transportador Hígado Como en el tipo la | 
microsómico de P, | 
Tipo Il Glucosidasa Músculos Forma infantil: muerte a la edad 
(de Pompe) lisosómica esquelético de 2 años; forma juvenil: defectos 
y cardíaco musculares (miopatía); forma adulta: | 
como en la distrofia muscular | | 
Tipo lila Enzima desramificador Hígado, músculos Hepatomegalía en los recién nacidos; NN 
(de Cori esquelético miopatía 
o de Forbes) y cardíaco 
Tipo Ib Enzima desramificador Hígado Hepatomegalia en recién nacidos | | | 
hepático (enzima VA 
muscular normal) | 
- Tipo IV Enzima ramificante o, músculo Hepato y esplenomegalia, mioglobina | 
- (de Andersen) A en la orina i | | 
: Tipo V Fosforilasa mus P IAN Rampas inducidas por el ejercicio | 
| (de McArdle) y dolor; mioglobina en orina || 
| Tipo VI (de Hers) Fosforilasa hepática Hígado Hepatomegalia | 
| 
i Tipo VI PFK-1 muscular Músculo, eritrocitos Como en tipo V; también anemia | | 
| (de Tarui) hemolítica i 
| Tipo VIb, VII o IX Fosforilasa quinasa Hígado, leucocitos, Hepatomegalia | 
músculo | 
| Tipo XI Transportador Hígado Desarrollo impedido, hepatomegalia, 


rilación/desfosforilación) y alostéricamente. La forma 
desfosforilada es prácticamente inactiva. Cuando los 
niveles de glucosa en sangre son demasiado bajos el 
glucagón (mediante el mismo mecanismo de cascada 
mostrado en la Fig. 15-37) activa la fosforilasa b quina- 
sa, que, a su vez, convierte la fosforilasa b en su forma 
a activa, iniciando la liberación de glucosa a la sangre. 
Cuando los niveles de glucosa en sangre vuelven a la 
normalidad, la glucosa entra en los hepatocitos y se une 
a un sitio alostérico inhibidor de la fosforilasa a. Esta 
unión también produce un cambio de conformación que 
expone los residuos Ser fosforilados a la PP1, que cata- 
liza su desfosforilación e inactiva la fosforilasa (Fig. 
15-38). El sitio alostérico para la glucosa permite que la 
glucógeno fosforilasa hepática actúe como su propio 
sensor de glucosa y que responda adecuadamente a 
cambios en la concentración de glucosa sanguínea, 


La glucógeno sintasa también está regulada 

por fosforilación y desfosforilación 

Al igual que la glucógeno fosforilasa la glucógeno sinta- 
sa puede existir en las formas fosforilada y desfosforila- 
da (Fig. 15-39). Su forma activa, glucógeno sintasa 
a, está sin fosforilar. La fosforilación de los hidroxilos de 
las cadenas laterales de varios residuos Ser de ambas 
subunidades transforma la glucógeno sintasa a en la 
glucógeno sintasa b, que es inactiva a menos que esté 
presente su activador alostérico glucosa 6-fosfato. La 
glucógeno sintasa es notable por su capacidad de ser 
fosforilada en varios residuos por al menos 11 proteína 
quinasas diferentes. La quinasa reguladora más impor- 
tante es la glucógeno sintasa quinasa 3 (GSK3), 
que añade grupos fosforilo a tres residuos Ser cerca del 
carboxilo terminal de la glucógeno sintasa, lo que pro- 
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FIGURA 15-39 Efectos de GSK3 sobre la actividad glucógeno sin- 
tasa. La glucógeno sintasa a, la forma activa, tiene tres residuos Ser 
cerca de su extremo carboxilo que son fosforilados por la glucógeno sin- 
tasa quinasa 3 (GSK3). Esto convierte la glucógeno sintasa en la forma 
inactiva (b). La acción de la GSK3 requiere una fosforilación previa 
(cebado) por la caseina quinasa (CK1l). La insulina desencadena la acti- 
vación de la glucógeno sintasa b bloqueando la actividad de la GSK3 
(véase la ruta de esta acción en la Fig. 12-20) y activando una fosfopro- 
teína fosfatasa (PP1). En el músculo la adrenalina activa la PKA, que fos- 
forila la proteína señalizadora del glucógeno Gm (véase la Fig 15-42) en 
un sitio que produce la disociación de la PP1 del glucógeno. La glucosa 
6-fostato favorece la desfostorilación de la glucógeno sintasa al unirse a 
ella y promover una conformación que es un buen sustrato de la PP. La 
glucosa también provoca la destosforilación; la unión de glucosa a la glu- 
cógeno fosforilasa a fuerza un cambio de conformación que favorece la 
desfosforilación a glucógeno fosforilasa b, permitiendo así la acción de la 
PP] (véase la Fig. 15-41). 


duce una fuerte inactivación. La acción de la GSK3 es 
jerárquica; no puede fosforilar la glucógeno sintasa 
hasta que otra proteína quinasa, la caseína quinasa 2 
(CKID), ha fosforilado primero la glucógeno sintasa en 
un residuo cercano, hecho que se denomina cebado 
(Fig. 15-404). La proteína quinasa activada por AMP 
(AMPK), que se asocia con los gránulos de glucógeno a 
través de su dominio de fijación de glúcido, también 
fosforila la glucógeno sintasa inhibiendo la síntesis de 
glucógeno durante períodos de estrés meta O. 
En el hígado la conversión de la glucóge 

a la forma activa está promovida por la PP1, la cual está 
unida a la partícula de glucógeno por G, , una subunidad 
de PP1. La PP1 elimina los grupos fosforilo de los tres . 
residuos de Ser fosforilados por la GSK3. La glucosa 
6-fosfato se une a un sitio alostérico de la glucógeno 
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fosforilados en la 
glucógeno sintasa 
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FIGURA 15-40 Cebado de la fosforilación de la glucógeno sintasa 
por la GSK3. (a) La glucógeno sintasa quinasa 3 se asocia primeramente 
con su sustrato (glucógeno sintasa) mediante la interacción entre tres 
residuos cargados positivamente (Arg, Arg'% Lys?) y un residuo fos- 
foserina en la posición +4 del sustrato. (Para orientación, al residuo Ser o 
Thr que se ha de fosforilar en el sustrato se le asigna el índice O. Los 
residuos del lado amino terminal de este residuo se numeran -1, -2, y así 
sucesivamente; los residuos sobre el lado carboxi terminal se numeran 
+1, +2, etc.). Esta asociación alinea el sitio activo del enzima con un resi- 
duo Ser en la posición O, al que fosforila. Esto crea un nuevo sitio de 
cebado y el enzima se desplaza por la oroteína para fosforilar el residuo 
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sintasa b con lo que consigue que el enzima sea un sus- 
trato mejor para la desfosforilación por la PP1 consi- 
guiendo así su activación. Por analogía con la glucógeno 
fosforilasa, que actúa como un sensor de glucosa, se 
puede considerar a la glucógeno sintasa como un sensor 
de glucosa 6-fosfato. En el músculo, una fosfatasa dife- 
rente podría tener el papel desempeñado por la PP1 en 
el hígado, activando la glucógeno sintasa por desfosfori- 
lación. 


ógádllntasa quinasa 3 interviene en algunas 
acciones de la insulina 
Tal como se vio en el Capítulo 12, una de las vías median- 
te las que la insulina desencadena cambios intracelula- 
res es la activación de una proteína quinasa (PKB) que, 
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Ser en la posición -4 y a continuación la Ser en -8. (b) La GSK3 tiene un 
residuo Ser cerca de su extremo amino que puede ser fosforilado por la 
PKA o por la PKB (véase la Fig. 15-41). Esto produce una región "pseudo- 
sustrato” en GSK3 que se pliega dando un sitio cebador que hace que el 
sitio activo sea inaccesible a otra proteína sustrato, inhibiendo la GSK3 
hasta que el grupo fosforilo de cebado de su región pseudosustrato es 
eliminado por la PP1, Otras proteínas que son sustrato de la GSK3 tam- 
bién tienen un sitio de cebado en la posición +4, que ha de ser fostori- 
lado por otra proteína quinasa antes de que la GSK3 pueda actuar sobre 
ellas. (Véanse también las Figs. 6-38 y 12-25b sobre la regulación de la 
glucógeno sintasa). 
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a su vez, fosforila e inactiva la GSK3 (Fig. 15-41; véase 
también la Fig. 12-20). La fosforilación de un residuo Ser 
cerca del extremo amino de la GSK3 convierte esa 
región de la proteína en un pseudosustrato que se pliega 
en el sitio activo donde normalmente debería unirse el 
residuo Ser fosforilado que actúa como cebador (Fig. 
15-40b). Esto impide que la GSK3 se una itio dec 

do de un sustrato real, inactivando así 

plazando el equilibrio a favor de la desf 

glucógeno sintasa por la PP1. La glucógeno Pira 
también puede afectar a la fosforilación de la glucógeno 
sintasa: la glucógeno fosforilasa activa inhibe directa- 
mente la PP1, impidiendo que active la glucógeno sinta- 
sa (Fig. 15-39). 

Aunque la primera función que se descubrió de la 
GSK3 fue en el metabolismo del glucógeno (de ahí el 
nombre de glucógeno sintasa quinasa), este enzima 
tiene claramente un papel más amplio que el de la regu- 
lación de la glucógeno sintasa. Interviene en la transmi- 
sión de señales de la insulina y otros factores de creci- 
miento y nutrientes y actúa en la especificación de los 
destinos celulares durante el desarrollo embrionario. 
Entre sus dianas se encuentran proteínas del citoesque- 
leto y proteínas esenciales para la síntesis de mRNA y 
de proteínas. Estas dianas, lo mismo que la glucógeno 
sintasa, han de experimentar previamente una fosforila- 
ción cebadora por otra proteína quinasa antes de que 
puedan ser fosforiladas por la GSK3. 


La fosfoproteína fosfatasa 1 es clave para el metabolismo 
del glucógeno 


Un solo enzima, la PP1, puede eliminar grupos fosforilo 
de los tres enzimas fosforilados como respuesta al glu- 
cagón (hígado) y a la adrenalina (hígado y músculo): 
fosforilasa quinasa, glucógeno fosforilasa y glucógeno 
sintasa. La msulina estimula la síntesis de glucógeno al 
activar la PP1 e inactivar la GSK3. 

La subunidad catalítica de la fosfoproteína fosfata- 
sa 1 (PP1c) no se encuentra libre en el citosol, sino que 
está fuertemente unida a sus proteínas diana por un 


am 


FIGURA 15-41 Ruta desde la insulina a la GSK3 y a la glucó- 
geno sintasa. La unión de la insulina a su receptor activa una tiro- 
sima proteína quinasa en el receptor, la cual fosforila el sustrato-! 
del receptor de insulina (IRS-1). A continuación la fosfotirosina de 
esta proteína se une a la fosfatidilinositol 3-quinasa (Pl-3K>3 que 
convierte el tosfatidilinositol 4,5-bistostato (PIP,) de la mem- 
brana en fosfatidilinositol 3,4,5-tristostato (PIP,). Una proteína 
quinasa (PDK-1) que es activada por la unión de PiP, activa una 
segunda proteína quinasa (PKB) la cual fosforila la glucógeno sin- 
tasa quinasa 3 (GSK3) en su región pseudosustrato inactivándola 
mediante el mecanismo que se muestra en la Figura 15-40b. La 
inactivación de la GSK3 permite que la fosfoproteína fosfatasa 1 
(PPM desfosforile la glucógeno sintasa, convirtiéndola en su 
torma activa. De esta forma, la insulina estimula la síntesis de 
glucógeno. (Véase la Fig. 12-20 para más detalles sobre la acción 
de la insulina). 


miembro de una familia de proteínas de señalización 
del glucógeno (glycogen-targeting proteins) que 
unen el glucógeno y cada uno de los tres enzimas glucó- 
geno fosforilasa, fosforilasa quinasa y glucógeno sintasa 
(Fig. 15-42 ). La propia PP1 también está sujeta a regu- 
lación covalente y alostérica; se inactiva cuando es fos- 
forilada por la PKA y se activa alostéricamente por la 
fosfato. 


El metabolismo glucídico está globalmente coordinado 
por señales alostéricas y hormonales 


Una vez analizados los mecanismos que regulan los 
enzimas individuales, podemos considerar ahora los 
desplazamientos globales del metabolismo glucídico 
que tienen lugar en el estado de buena alimentación, 
durante el ayuno y en la respuesta de luchar o huir 
señaladas por la insulina, el glucagón y la adrenalma, 
respectivamente. Hemos de comparar dos casos en los 
que la regulación tiene objetivos diferentes: (1) el 
papel de los hepatocitos en el suministro de glucosa a 
la sangre y (2) la utilización egoísta de combustibles 
glucídicos por tejidos no hepáticos, tipificados por el 
músculo esquelético (miocitos), para sostener sus pro- 
pias actividades. 

Después de la ingestión de una comida rica en glú- 
cidos, la elevación de la glucosa sanguínea desencadena 
la liberación de insulina (Fig. 15-43, parte superior). 
En un hepatocito, la msulina tiene dos efectos inmedia- 
tos: inactiva la GSK3, a través de la cascada mostrada en 
la Figura 15-41 e inactiva una proteína fosfatasa, quizás 
la PP1. Estas dos acciones activan completamente la 
glucógeno sintasa, La PP1 también inactiva la glucógeno 
fosforilasa a y la fosforilasa quinasa por desfosforilación 
de ambas, deteniendo así de manera efectiva la degra- 
dación del glucógeno. La glucosa entra en el hepatocito 
a través del transportador de alta capacidad GLUT2, 
siempre presente en la membrana plasmática, y la ele- 
vada concentración intracelular de glucosa conduce a la 
disociación de la hexoquinasa IV (glucoquinasa) de su 
proteína reguladora nuclear (Fig. 15-15). La hexoquina- 
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sa IV entra en el citosol y fosforila la glucosa estimulan- 
do la glucólisis y suministrando el precursor para la 
síntesis de glucógeno. En estas condiciones, los hepato- 
citos utilizan el exceso de glucosa de la sangre para 
sintetizar glucógeno hasta el límite de aproximadamen- 
te 10% del peso total del hígado. 

Entre comidas, o durante un ayuno prolongado, la 
disminución de la glucosa sanguínea provoca la libera- 
ción de glucagón, el cual, a través de la cascada mostra- 
da en la Figura 15-37, activa la PKA. Ésta interviene en 
todos los efectos del glucagón (Figura 15-43, parte 
inferior). Fosforila la fosforilasa quinasa ac dola lo 
que lleva a la activación de la glucógeno 
Fosforila la glucógeno sintasa inactivándola y bloquea, 
por tanto, la síntesis de glucógeno. Fosforila la PFK-2/ 
FBPasa-2, lo que lleva a la disminución de la concentra- 
ción del regulador fructosa 2,6-bisfosfato, lo que tiene 
como efecto la inactivación del enzima glucolítico 
PFK-1 y la activación del enzima gluconeogénico FBPa- 
sa-1. Finalmente también fosforila e inactiva el enzima 
glucolítico piruvato quinasa. En estas condiciones, el 
hígado produce glucosa 6-fosfato por degradación del 
glucógeno y por gluconeogénesis y deja de utilizar glu- 
cosa para alimentar la glucólisis o producir glucógeno 
con lo que se maximiza la cantidad de glucosa que se 
libera a la sangre. Esta liberación de glucosa sólo es 
posible en el hígado ya que los demás tejidos carecen de 
glucosa 6-fosfatasa (Fig. 15-30). 

La fisiología del músculo esquelético difiere de la 
del hígado en tres aspectos que son importantes para 
nuestra discusión sobre la regulación metabólica 
(Fig. 15-44): (1) el músculo utiliza su glucógeno alma- 
cenado solamente para sus propias necesidades; (2) 
cuando pasa del reposo a la contracción vigorosa, el 
músculo experimenta grandes variaciones en la deman- 
da de ATP, que son proporcionadas por la glucólisis; (3) 
el músculo carece de la dotación enzimática para la 
gluconeogénesis. La regulación del metabolismo glucí- 


FIGURA 15-43 Regulación del metabolismo glucídico en el hígado. 
Las Hechas indican las relaciones causales entre los cambios que conec- 
tan. Por ejemplo, una flecha de lA a 1B indica que un descenso de A 
produce un incremento de B. Las flechas rojas conectan efectos resul- 
tantes de una elevada glucosa sanguínea, las flechas azules conectan tos 
efectos resultantes de una baja glucosa sanguínea. 


FIGURA 15-42 Proteina Gm de señalización del glucó- 
geno. La proteína de señalización del glucógeno Gm forma 
parte de una familia de proteínas que unen otras proteínas 
(incluida la PP?) a las partículas de glucógeno. La Gm se 
puede fosforilar en dos posiciones diferentes en respuesta a 
la insulina o a la adrenalina. @ La fosforilación estimulada 
por insulina del sitio 1 de la Gm activa la PP1, la cual desfos- 
forila la fosforilasa quinasa, la glucógeno fostorilasa y la glu- 
cógeno sintasa @. La fosforilación estimulada por la adre- 
nalina del sitio 2 de la Gm produce la disociación de la PP1 
de la partícula de glucógeno, impidiendo su acceso a la glu- 
cógeno fosforitasa y a la glucógeno sintasa, La PKA también 
fosforila uma proteina (inhibidor 1) que, cuando está fosfori- 
lada, inhibe la PP1, De este modo la insulina inhibe la degra- 
dación del glucógeno y estimula su síntesis, mientras que la 
adrenalina (o el glucagón en el higado) tiene el efecto 
opuesto, 
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FIGURA 15-44 Diferencias en la regulación del metabolismo glucí- 
dico en higado y músculo. En el hígado tanto el glucagón (que indica 
baja glucosa sanguínea) como ta adrenalina (que señala la necesidad de 
luchar o huir) tienen el efecto de maximizar la salida de glucosa a la san- 
gre. En e, músculo, la adrenalina aumenta la degradación del glucógeno 
y la glucólisis que, conjuntamente, proporcionan combustible para pro- 
ducir el ATP necesario para la contracción muscular. 


dico en el músculo refleja estas diferencias respecto del 
hígado. En primer lugar, los miocitos carecen de recep- 
tores para el glucagón. En segundo lugar, el isozima 
muscular de la piruvato quinasa no es fosforilado por la 
PKA por lo que no se detiene la glucólisis cuando la 
[CAMP] es elevada. De hecho, la cAMP aumenta la velo- 
cidad de la glucólisis en el músculo, probablemente 
activación de la glucógeno fosforilasa. do se 
adrenalina a la sangre en una situació 
se activa la PKA por el aumento de la [cAMP] con lo qu 
fosforila y activa la glucógeno fosforilasa quinasa. La 
fosforilación y activación resultantes de la glucógeno 
fosforilasa provoca una degradación más rápida del glu- 
cógeno. La adrenalina no se libera en condiciones de 
bajo estrés, pero con cada estimulación neuronal de la 
contracción muscular, se eleva brevemente la [Ca*-] 
citosólica que activa la fosforilasa quinasa a través de su 
subunidad de calmodulina. 

La concentración elevada de insulina desencadena 
un aumento de la síntesis de glucógeno en los miocitos 
por activación de la PP1 e inactivación de la GSK3. A 
diferencia de los hepatocitos, los miocitos tienen una 
reserva de GLUT4 secuestrada en vesículas intracelula- 
res. La insulina provoca su desplazamiento a la mem- 
brana plasmática (véase la Fig. 12-20), en donde per- 
miten una mayor captación de glucosa. Por tanto, en 
respuesta a la insulina, los miocitos ayudan a disminuir 
la glucosa sanguínea al incrementar sus velocidades de 
captación de glucosa, de síntesis de glucógeno y de 
glucólisis. 


El metabolismo de glúcidos y de lípidos está integrado 
mediante mecanismos hormonales y alostéricos 


Compleja como es la regulación del metabolismo glucí- 
dico no deja de ser sólo una parte del metabolismo 
energético glohal. El metabolismo de las grasas y de los 
ácidos grasos está ligado muy estrechamente al de los 
glúcidos. Señales hormonales tales como la insulina y 
cambios en la dieta o en el ejercicio son igualmente 
importantes en la regulación del metabolismo de las 


grasas y en su integración con el de los glúcidos. Volve- 
remos a esta integración metabólica global en los 
mamíferos en el Capítulo 23, después de considerar las 
rutas metabólicas de las grasas y los aminoácidos 
(Capítulos 17 y 18). El mensaje que deseamos transmi- 
tir aquí es que las rutas metabólicas están sujetas a 
controles reguladores complejos que son extraordina- 
riamente sensibles a cambios en las circunstancias 
metabólicas. Estos mecanismos actúan para ajustar el 
flujo de metabolitos a través de las diversas rutas meta- 
bólicas según las necesidades de la célula y el organis- 
mo y lo realizan sin producir cambios importantes en 
las concentraciones de los intermediarios compartidos 
con otras rutas. 


RESUMEN 15.5 Regulación coordinada de la síntesis 
y degradación del glucógeno 


© La glucógeno fosforilasa se activa en respuesta al 
glucagón o a la adrenalina, que aumentan la [cAMP] y 
activan la PKA. Ésta fosforila y activa la fosforilasa qui- 
nasa, que transforma la glucógeno fosforilasa b en su 
forma activa a. La fosfoproteína fosfatasa 1 (PP1) 
invierte la fosforilación de la glucógeno fosforilasa a, 
inactivándola. La glucosa se une al isozima hepático de 
la glucógeno fosforilasa a favoreciendo su desfosforila- 
ción e inactivación. 

ME La glucógeno sintasa a es inactivada por fosforila- 
ción catalizada por la GSK3. La insulina bloquea la 
GSK3. La PPl, que es activada por la insulina, invierte 


A TN ición al desfosforilar la glucógeno sintasa b. 


ulina aumenta la captación de glucosa por los 
miocitos y adipocitos desencadenando el desplazamien- 
to del transportador de glucosa GLUT4 a la membrana 
plasmática. 
© La insulina estimula la síntesis de las hexoquinasas 
II y TV, de la PFK-1, de la piruvato quinasa y de varios 
enzimas implicados en la síntesis de lípidos. La insulina 
estimula la síntesis de glucógeno en el músculo y en el 
hígado. 
E En el hígado, el glucagón estimula la degradación de 
glucógeno y la gluconeogénesis al tiempo que bloquea la 
glucólisis, ahorrando de este modo glucosa para su 
exportación al cerebro y otros tejidos. 
E En el músculo, la adrenalina estimula la degrada- 
ción del glucógeno y la glucólisis proporcionando ATP 
para la contracción muscular. 


El Términos clave 
Todos los términos en negrita están definidos en el glosario. 


glucosa 6-fosfato 573 regulación 
homeostasis 575 metabólica 578 


diferenciación control metabólico 578 
celular 575 cociente de acción 
factor de de masas, Q 579 
transcripción 575 adenilato quinasa 580 
elemento proteína quinasa 
de respuesta 575 activada por 


AMP (AMPK) 582 
coeficiente de control 

de flujo, C 583 
flujo, / 583 


recambio 576 
transcriptoma 577 
proteoma 577 
metaboloma 577 
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coeficiente 
de elasticidad, e 583 
coeficiente 
de respuesta, R 585 
gluconeogénesis 587 
ciclo inútil 587 
ciclo de sustrato 587 
hexoquinasa II 588 
hexoquinasa I 588 
hexoquinasa IV 
(glucoquinasa) 589 
GLUT2 589 
glucagón 591 
fructosa 2,6-bisfosfato 591 
fosfofrutoquinasa-2 
(PFK-2) 592 


glucogenólisis 599 
glucogénesis 599 
glucosa 1-fosfato 599 
enzima desramificante 599 
oligo (a1—6) a (a1—-4) glu- 
canotransferasa 599 
fosfoglucomutasa 599 
nucleótidos azúcar 600 
UDP-gluosa pirofosfori- 
lasa 601 
amilo (1—4) a (1—-6) trans- 
glucosilasa 601 
glucogenina 602 
glucógeno fosforilasaa 604 
glucógeno fosforilasa b 604 
cascada enzimática 604 


fructosa 2,6-bisfosfatasa 
(FBPasa-2) 592 

proteína de unión a los 
elementos de respuesta 


fosforilasa b quinasa 604 

fosfoproteína fosfatasa 1 
(PP1) 605 

glucógeno sintasa a 607 


glucídica glucógeno sintasa b 607 
(CHhREBP) 595 glucógeno sintasa quinasa 3 
proteína de unión al (GSK3) 607 
elementos reguladores caseína quinasa II 
de los esteroles (CKID 608 
(SREBP) 595 cebado 608 
proteína de unión al proteínas de señalización del 
elemento e respuesta glucógeno (glycogen-tar- 


acAMP (CREB) 596 
forkhead box other 
(FOXOID) 5968 


geting proteins) 609 
Cop 
EE Problemas 


1. Determinación de las concentraciones intracelulares 
de metabolitos La determinación de las concentraciones de 
intermediarios metabólicos en una célula viva presenta gran- 
des dificultades experimentales. Normalmente se ha de des- 
truir la célula antes de poder medir las concentraciones de los 
metabolitos. No obstante, debido a que los enzimas catalizan 
muy rápidamente las interconversiones metabólicas, un pro- 
blema común asociado con este tipo de determinaciones es 
que las concentraciones de metaholitos determinadas no refle- 
jan las concentraciones fisiológicas sino las de equilibrio. Una 
técnica experimental fable requiere que todas las reacciones 
catalizadas enzimáticamente se detengan instantáneamente 
en el tejido intacto de modo que los intermediarios metabóli- 
cos no experimenten cambio alguno. Este objetivo se consigue 
mediante compresión muy rápida del tejido entre grandes pla- 
cas de aluminio enfriadas con nitrógeno líquido (—190 °C), pro- 
ceso denominado criocompresión (freeze-clamping). 
Después de congelar, lo que detiene inmediatamente la acción 
enzimática, se pulveriza el tejido y se inactivan los enzimas 
mediante precipitación con ácido perclórico. El precipitado se 
elimina por centrifugación y se analizan los metabolitos en el 
sobrenadante clarificado. Para calcular la concentración intra- 
celular, se determina el volumen intracelular a partir del con- 
tenido total de agua del tejido y de una determinación del 
volumen extracelular. 

Las concentraciones intracelulares de los sustratos y 
productos de la reacción de la fosfofructoquinasa-1 de tejido 
cardíaco de rata aislado son las que figuran en la tabla si- 
guiente. 


etabolito Concentración (jm )* 
Fructosa 6-fosfato 87,0 

Fructosa 1,6-bisfosfato 22,0 

ATP 11.400 


ADP 1.320 


Fuente: Williamson, J.R., /. Biol Chem. 240:2308, 1965. 
"Calculada como umom de agua intracelular. 


(a) Calcule Q, [fructosa 1,6-bisfosfatol¡ADPY] fructosa 
6-fosfato][ATP], para la reacción de la PKF-1 en condiciones 
fisiológicas. 

(b) Dado que la AG”” para la reacción de la PKF-1 es de 
-14,2 kJ/mol, calcúlese la constante de equilibrio para esta re- 
acción. 

(c) Compárense los valores de Q y K'eq. ¿Está la reacción 
fisiológica cerca o lejos del equilibrio? Explíquelo. ¿Qué es lo 
que sugiere este experimento acerca del papel de la PKF-1 
como enzima regulador? 


2. ¿Están todas las reacciones metabólicas en equilib- 
rio? 

(a) El fosfoenolpiruvato (PEP) es uno de los dos dadores 
de grupos fosforilo en la síntesis de ATP durante la glucólisis. 
En los eritrocitos humanos, la concentración del ATP en es- 
tado estacionario es 2,24 mm, siendo la del ADP de 0,25 mm y 
la del piruvato de 0,051 mm. Calcule la concentración de PEP 
a 25°C suponiendo que la reacción de la piruvato quinasa 
(véase la Fig. 13-13) está en equilibrio en la célula. 

(b) La concentración fisiológica de PEP en los eritrocitos 

de 0,023 mm. Compárese ésta con el valor obte- 
ique el significado de esta diferencia. 


3. Efecto del suministro de 02 sobre las tasas glucolíti- 
cas Los pasos regulados de la glucólisis en células intactas 
pueden identificarse mediante el estudio del catabolismo de la 
glucosa en tejidos completos u órganos. Por ejemplo, el con- 
sumo de glucosa por el músculo cardiaco puede medirse me- 
diante circulación sanguínea artificial a través de un corazón 
aislado e intacto. Para ello se mide la glucosa en sangre antes 
y después de su paso por el corazón. Si la sangre circulante 
está desoxigenada, el músculo cardiaco consumirá glucosa a 
una velocidad constante. Cuando se añade oxígeno a la sangre, 
se produce una importante caída del consumo de glucosa y se 
mantiene a esa nueva velocidad reducida. ¿Por qué? 


4. Regulación de la PFK-1 A continuación se muestra el 
efecto del ATP sobre el enzima alostérico PKF-1. Para una 
concentración determinada de fructosa 6-fosfato, la actividad 
de la PKF-1 aumenta a medida que aumenta la concentración 
de ATP, pero se alcanza um punto más allá del cual el aumento 
de la concentración de ATP inhibe el enzima. 


100 


Actividad de la PFK-1 (9% de la Vmax) 


[ATP] 


(a) Explique cómo puede el ATP jugar el doble papel de 
sustrato e inhibidor de la PFK-1. ¿Cómo se regula el enzima 
por el ATP? 

(b) ¿Cómo se regula la glucólisis por la concentración de 
ATP? 

(c) Explique por qué la inhibición de la PFK-1 por el ATP 
disminuye cuando la concentración de ADP es alta tal como'se 
muestra en el gráfico. 


5. Concentración celular de glucosa La concentración de 
glucosa en el plasma sanguíneo humano se mantiene alrede- 
dor de 5 mm. La concentración de glucosa libre en el interior 
de un miocito es muy inferior. ¿Por qué es tan baja la concen- 
tración en la célula? ¿Qué le pasa a la glucosa después de en- 
trar en la célula? La glucosa se administra intravenosamente 
como fuente de alimento en algunos casos clínicos. Dado que 
la transformación de glucosa en glucosa 6-fosfato consume 
ATF, ¿por qué no se administra glucosa 6-fosfato por vía intra- 
venosa? 


6. Actividad enzimática y función fisiológica La Y”. de 
la glucógeno fosforilasa de músculo esquelético es mucho ma- 
yor que la V a del mismo enzima de tejido hepático. 

(a) ¿Cuál es la función fisiológica de la glucógeno fosfori- 
lasa en el músculo esquelético? ¿Y en el tejido hepático? 

(b) ¿Por qué la Vmax del enzima muscular ha de ser ma- 
yor que la del enzima hepático? 


7. Equilibrio de la glucógeno fosforilasa La glucógeno 
fosforilasa cataliza la eliminación de glucosa a partir del glucó- 
geno. La AG” para esta reacción es 3,1 kJ/mol. 


(a) Calcule la proporción de [Pi] a cosa 1-fo 
cuando la reacción se halla en el cut (pro 
ción de unidades de glucosa a partir del gl 
la concentración de este último). 

(b) La proporción de [Pi] a [glucosa 1-fosfato] determi- 
nada en miocitos en condiciones fisiológicas es superior a 
100:1. ¿Qué nos mdica esto respecto a la dirección del flujo de 

: metabolitos a través de la reacción de la glucógeno fosforilasa 
en el músculo? 

(c) ¿Por qué son tan diferentes las proporciones de equili- 
brio y las fisiológicas? ¿Cual es el posible significado de esta 
diferencia? 


8. Regulación de la glucógeno fosforilasa En el tejido 
muscular, la velocidad de conversión de glucógeno en glucosa 
6-fosfato viene determinada por el cociente entre fosforilasa a 
(activa) y fosforilasa b (menos activa). ¿Qué le ocurre a la ve- 
locidad de degradación del glucógeno si una preparación de 
músculo que contiene glucógeno fosforilasa se trata con (a) 
fosforilasa quinasa y ATP; (b) PP 1; (c) adrenalina? 


9. Degradación del glucógeno en el músculo de conejo La 
utilización intracelular de la glucosa y del glucógeno está fuerte- 
mente regulada en cuatro puntos. Con el fin de comparar la re- 
gulación de la glucólisis cuando hay abundancia de oxígeno y 
cuando está ausente, considere la utilización de la glucosa y del 
glucógeno por el músculo de la pata de conejo en dos situacio- 
nes fisiológicas: un conejo en reposo, con baja demanda de ATP, 
y un conejo que avista su enemigo mortal, el coyote, y que corre 
hacia su madriguera. Para cada situación determine las concen- 
traciones relativas (alta, intermedia o baja) de AMP, ATP, citrato 
y acetil-CoA y describa de qué modo afectan estas concentra- 
ciones al flujo de metabolitos a través de la glucólisis al regular 
enzimas específicos. En períodos de estrés, el músculo de la 
pata del conejo produce gran parte de su ATP mediante glucóli- 
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sis anaeróbica (fermentación a lactato) y muy poca por oxida- 
ción del acetil-CoA obtenido por degradación de grasas. 


10. Degradación del glucógeno en las aves migra- 
torias A diferencia del conejo con sus carreras cortas, las 
aves migratorias requieren energía durante largos períodos de 
tiempo. Por ejemplo, los patos vuelan generalmente varios mi- 
les de quilómetros durante su migración anual. Los músculos 
de vuelo de las aves migratorias tienen una gran capacidad 
oxidativa y obtienen el ATP necesario mediante la oxidación 
del acetil-CoA (obtenido de las grasas) vía ciclo del ácido cí- 
trico. Compare la regulación de la glucólisis muscular durante 
la actividad intensa pero corta, como en el caso del conejo que 
huye, con la que tiene lugar durante una actividad prolongada, 
como sucede con las aves migratorias. ¿Por qué ha de ser dife- 
rente la regulación en estas dos situaciones? 


11, Defectos enzimáticos en el metabolismo 

glucídico A continuación se presentan los resúmenes 
de cuatro casos clínicos. Para cada caso determine cuál es el 
enzima defectuoso y elija el tratamiento adecuado a partir de 
la lista al final del problema. Justifique sus elecciones. Con- 
teste las preguntas formuladas en cada caso. (Puede que ne- 
cesite referirse a la información contenida en el Capítulo 14). 
Caso A El paciente presenta vómitos y diarrea poco después 
de la ingestión de leche. Se le hace una prueba de tolerancia a 
la lactosa. (El paciente ingiere una cantidad estándar de lac- 
tosa midiéndose a intervalos la concentración de glucosa y 
galactosa en el plasma sanguíneo. En los individuos con un 
metabolismo glucídico normal los valores aumentan hasta un 
máximo en aproximadamente 1 h para disminuir seguida- 
mente). La concentración sanguínea de glucosa y de galactosa 


POR no aumenta durante la prueba. ¿Por qué la glu- 


cosa y galactosa sanguíneas aumentan y luego disminuyen du- 
rante la prueba en los individuos normales? ¿Por qué no 
aumentan en el caso del paciente? 

Caso B El paciente presenta vómitos y diarrea después de la 
ingestión de leche. Se encuentra que su sangre tiene una corn- 
centración baja de glucosa pero una concentración muy supe- 
rior a la normal de azúcares reductores. La orina da una prueba 
positiva para la galactosa. ¿Por qué es alta la concentración de 
azúcares reductores en la sangre? ¿Por qué aparece la galac- 
tosa en la orina? 

Caso C El paciente se queja de rampas musculares dolorosas 
cuando realiza ejercicio físico vigoroso pero no presenta más 
síntomas. Una biopsia muscular indica una concentración de 
glucógeno muscular muy superior a la normal. ¿Por qué se 
acumula el glucógeno? 

Caso D La paciente es letárgica, su hígado está hipertrofiado y 
una biopsia del mismo muestra grandes cantidades de glucó- 
geno. También tiene un nivel de glucosa sanguínea inferior al 
normal, Explique el motivo de la baja concentración de glu- 
cosa sanguínea en esta paciente. 


Enzima defectuoso 

(a) PFK-1 muscular 

(b) Fosfomanosa isomerasa 

(c) Galactosa 1-fosfato uridililtransferasa 
(d) Glucógeno fosforilasa hepática 

(e) Triosa quinasa 

(0 Lactasa de la mucosa intestinal 

(g) Maltasa de la mucosa intestinal 

(h) Enzima desramificante muscular 
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Tratamiento 

Jogging de 5 km cada día 

Dieta sin grasas 

Dieta baja en lactosa 

Evitar el ejercicio vigoroso 

Grandes dosis de niacina (ácido nicotínico, precursor del 

NAD+) 

6. Comidas frecuentes (pequeñas porciones) de una dieta 
normal. 


A » Y mm. 


12. Efectos de la insuficiencia de insulina en una 
persona con diabetes Un hombre con diabetes insu- 
lino-dependiente llega a urgencias en estado casi comatoso. 
Mientras pasaba las vacaciones en un lugar solitario perdió su 
medicación de imsulina y no había recibido insulina durante 
dos días. 
(a) Para cada uno de los tejidos señalados a continuación, 
¿es cada ruta más rápida, más lenta o no varía en este pa- 
ciente, en comparación con el nivel normal cuando recibe las 
cantidades adecuadas de insulina? 
(b) Describa para cada ruta al menos un mecanismo de 
control responsable del cambio que haya predicho. 


Tejidos y rutas 

1, Adiposo: síntesis de ácidos grasos 
Músculo: glucólisis, síntesis de ácidos grasos; síntesis de 
glucógeno 

3. Hígado: glucólisis, gluconeogénesis; síntesis de glucógeno; 
síntesis de ácidos grasos; ruta de las pentosas fosfato 


13. Metabolitos de la sangre en la insuficiencia 
de insulina Para el paciente descrito e obrena, 


12, prediga los niveles en sangre de los siguiente 
antes del tratamiento en urgencias, en relación con las con- 
centraciones mantenidas durante el tratamiento adecuado con 
insulina: (a) glucosa; (b) cuerpos cetónicos; (c) ácidos grasos 
libres. 


14. Efectos metabólicos de enzimas mutantes Prediga y 
explique el efecto sobre el metabolismo del glucógeno de cada 
uno de los siguientes defectos debidos a mutaciones: (a) pér- 
dida del sitio de unión de cAMP en la subunidad reguladora de 
la proteína quinasa A (PKA); (b) pérdida del inhibidor de la 
proteína fosfatasa (inhibidor 1 de la Fig. 15-42); (c) sobreex- 
presión de fosforilasa b quinasa en el hígado; (d) receptores de 
glucagón defectuosos en el hígado. 


15. Control hormonal del combustible metabólico Entre 
la cena y el desayuno su glucosa sanguínea desciende y su hí- 
gado se transforma en un productor neto y no un consumidor 
de glucosa. Describa la base hormonal de este cambio y expli- 
que de qué modo el cambio hormonal desencadena la produc- 
ción de glucosa por el hígado. 


16. Metabolismo alterado en ratones manipulados 
genéticamente Se pueden manipular los genes de un ratón 
de modo que un único gen en un solo tejido puede producir 
una proteína inactiva (un ratón “genosuprimido”) o una pro- 
teína que es siempre (constitutivamente) activa. ¿Qué efectos 
puede predecir sobre el metabolismo con los siguientes cam- 
bios genéticos: (a) genosupresión del enzima desramificador 
del glucógeno en el hígado; (b) genosupresión de la hexoqui- 
nasa IV del hígado; (c) genosupresión de la FBPasa-2 del hí- 
gado; (d) de la FBPasa-2 constitutivamente activa en el 
hígado; (e) constitutivamente activo de la AMPK del músculo; 
(f) CHREBP constitutivamente activa en el hígado? 


I Problema de análisis de datos 


17, Estructura óptima del glucógeno Las células muscula- 
res necesitan un acceso rápido a grandes cantidades de glu- 
cosa durante el ejercicio intenso. Esta glucosa se almacena en 
el hígado y en el músculo esquelético en forma polimérica 
como partículas de glucógeno. Una partícula de glucógeno tí- 
pica contiene unos 55.000 residuos de glucosa (véase la Fig. 
15-35b). Meléndez-Hevia, Wadell y Shelton (1993) exploraron 
algunos aspectos teóricos de la estructura del glucógeno, tal 
como se describen en este problema. 

(a) La concentración celular de glucógeno en el hígado es 
aproximadamente 0,01 xm. ¿Qué concentración de glucosa li- 
bre sería necesaria para almacenar una cantidad equivalente 
de glucosa? ¿Por qué esta concentración de glucosa libre sería 
problemática para la célula? 

La glucosa se libera a partir del glucógeno gracias a la glu- 
cógeno fosforilasa, un enzima que puede eliminar moléculas 
de glucosa, una en cada paso, desde un extremo de una ca- 
dena de glucógeno. Las cadenas de glucógeno están ramifica- 
das (véanse las Figs. 15-28 y 15-35b) y en ellas el grado de 
ramificación, el número de ramas por cadena, tiene una pode- 
rosa influencia sobre la velocidad a la que la glucógeno fosfori- 
lasa puede liberar glucosa. 

(b) ¿Por qué un grado de ramificación demasiado bajo (es 
decir por debajo del nivel óptimo) reduciría la velocidad de li- 
beración de glucosa? (Pista: Considere el caso extremo de que 
no hubiesen ramificaciones en una cadena de 55.000 residuos 
de glucosa). 


NN (c) ¿Por qué un grado de ramificación que fuese dema- 


imta) l nes uciría la velocidad de liberación de glucosa? 
aYPiense“er los impedimentos físicos). 

Meléndez-Hevia y colaboradores realizaron diversos cál- 
culos y encontraron que dos ramas por cadena (véase la Fig. 
15-35b) sería óptimo para los impedimentos físicos descritos 
anteriormente. Esto es lo que se encuentra en el glucógeno 
almacenado en músculo e hígado. 

Para determinar el número óptimo de residuos de glucosa 
por cadena, Meléndez-Hevia y coautores consideraron dos pa- 
rámetros clave que definen la estructura de una partícula de 
glucógeno: t = número de niveles de cadenas de glucosa en 
una partícula (la molécula de la Fig. 15-35b tiene cinco nive- 
les); g, = número de residuos de glucosa por cadena. Se pro- 
pusieron encontrar los valores de í y g, que maximizarían tres 
cantidades: (1) la cantidad de glucosa almacenada en la partí- 
cula (G) por unidad de volumen; (2) el número de cadenas de 
glucosa no ramificadas (C,) por unidad de volumen (es decir, 
el número de cadenas en el nivel más exterior, fácilmente ac- 
cesibles a la glucógeno fosforilasa) y (3) la cantidad de glucosa 
disponible para la fosforilasa en estas cadenas sin ramificar 
(Gr). 

(d) Demuestre que C, = 21. Éste es el número de cadenas 
asequibles a la glucógeno fosforilasa artes de la acción del 
enzima desramificante. 

(e) Demuestre que C,, el número total de cadenas en la 
partícula, viene dado por C, = 2-1. Así G, = 9 (C..) = 9,(2'-1), 
número total de residuos de glucosa en la partícula. 

(f) La glucógeno fosforilasa no puede eliminar glucosa de 
las cadenas de glucógeno que tienen menos de cinco residuos. 
Demuestre que G,, = (g, -'4)(2*1). Ésta es la cantidad de glu- 
cosa fácilmente asequible a la glucógeno fosforilasa. 

(g) En función del tamaño del residuo de glucosa y la loca- 
lización de las ramificaciones, el grosor de un nivel de glucó- 


geno es 0,12g, nm + 0,35 nm. Demuestre que el volumen de 
una partícula, V, viene dado por la ecuación 


V, = “art? (0.129, + 0.35)? nm’. 


Meléndez-Hevia y coautores determinaron seguidamente 
los valores óptimos de ¿ y g,, los que daban lugar a un valor 


máximo de una función de calidad, f, que maximiza G., C, y 
Stater, Encontraron 
S 


Gpp mientras que se minimiza Y, : f = 


que el valor óptimo de g, es independiente de £. 
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(h) Escoja un valor de t entre 5 y 15 y encuentre el valor 
óptimo de g. ¿Qué relación tiene este valor con el de g, encon- 
trado con el glucógeno hepático (véase la Fig. 15-35b)>? (Pista: 
Puede que le sea útil un programa “spreadsheet). 
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CAPÍTULO 16 


El ciclo del ácido cítrico 


Hay herramientas, disponibles on-line, para el auto-estudio que le ayudarán a practicar lo que han aprendido y que reforzarán 


los conceptos del capítulo. Vaya a www.macmillanlearning.com/LehningerBiochemistry7e 
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nen energía (ATP) a partir de la fermentación, 


E el Capítulo 14 vimos que algunas células obtie- 
degradando glucosa en ausencia de oxígeno. Para 


la mayor parte de células eucarióticas y un gran n 
de bacterias que viven en coneicione fer a 


dan sus combustibles orgánicos a dió 

agua, la glucólisis no es sino la primera etapa de la oxi- 
dación completa de la glucosa. El piruvato formado en 
la glucólisis en vez de ser reducido a lactato, etanol o 
algún otro producto de fermentación, sufre una oxida- 
ción mayor hasta H,O y CO,. Esta fase aeróbica del 
catabolismo se denomina respiración. En el sentido 
fisiológico más amplio o macroscópico, la respiración se 
refiere a la captación de O, por un organismo multicelu- 
lar y la consiguiente liberación de CO,. Sin embargo, los 
bioquímicos y los biólogos celulares utilizan este térmi- 
no en un sentido más estricto para referirse a los proce- 
sos moleculares mediante los que las células consumen 
O, y producen CO, procesos conocidos más precisa- 
mente como respiración celular. 

La respiración celular tiene lugar en tres fases prin- 
cipales (Fig. 16-1). En la primera, las moléculas de 
combustible orgánico (glucosa, ácidos grasos y algunos 
aminoácidos) se oxidan para dar lugar a fragmentos de 
dos átomos de carbono en forma del grupo acetilo del 
acetil-coenzima A (acetil-CoA). En la segunda fase, los 
grupos acetilo se oxidan a CO, en el ciclo del ácido cítri- 
co y la mayor parte de la energía de estas oxidaciones 
se conserva en los transportadores de electrones redu- 
cidos NADH y FADH,. En la tercera fase de la respira- 
ción, estos coenzimas reducidos son a su vez oxidados, 
liberando protones (H*) y electrones. Los electrones 
son transferidos al O,, el aceptor electrónico final, a lo 
largo de una cadena de moléculas transportadoras, 
conocida como cadena respiratoria, que da lugar a la 
formación de agua (H,O). Durante este proceso de 
transferencia electrónica una gran parte de la energía 


disponible a partir de las reacciones redox se conserva 
en forma de ATP gracias a un proceso conocido como 
fosforilación oxidativa (Capítulo 19). La respiración es 
más compleja que la glucólisis y se cree que apareció 
mucho más tarde, después del aumento en los niveles 
de oxígeno atmosféricos como resultado de la evolución 
de la fotosíntesis debida a las cianobacterias. Tal como 
se discutió en el Capítulo 1 el aumento de los niveles de 
oxígeno fue un punto de inflexión determinante en el 
proceso de la evolución. 
Consideraremos en primer lugar la conversión del 
piruvato en grupos acetilo seguido por la entrada de 
pos en el cielo del ácido cítrico, llamado 
ciclo de los ácidos tricarboxílicos (ciclo 
TCA) o ciclo de Krebs (por su descubridor, Hans 
Krebs). Repasaremos a continuación las reacciones del 
ciclo y los enzimas que las catalizan. Dado que interme- 
diarios del ciclo del ácido 
cítrico son extraidos del ciclo 
para ser utilizados como pre- 
cursores biosintéticos consi- 
deraremos algunas vias en 
las cuales se reponen estos 
intermediarios. El ciclo del 
acido cítrico es un punto 
clave del metabolismo, con 
rutas degradativas que con- 
ducen al mismo y rutas ana- 
bólicas que salen de él, al 
tiempo que está finamente 
regulado en coordinación 


Hans Krebs, 1900-1981 
[Fuente: Keystone Pictures 


con otras rutas. USA/Alamy.] 
16.1 Producción de acetil-CoA 
(acetato activado) 


En los organismos aeróbicos, la glucosa y otros azúca- 
res, los ácidos grasos y la mayor parte de los aminoáci- 
dos se oxidan finalmente a CO, y H,O a través del ciclo 
del ácido cítrico y la cadena respiratoria. Antes de 
entrar en el ciclo del ácido cítrico, los esqueletos carbo- 
nados de azúcares y ácidos grasos deben ser degrada- 
dos al grupo acetilo del acetil-CoA, la forma en que el 
ciclo del ácido cítrico acepta la mayor parte del com- 
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Fase 1 Amino- Ácidos 
Producción ácidos grasos 
de acetil-CoA 


Glucosa 


Piruvato 


Citrato 
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Fase 3 la 3 diih 
Transferencia de —— Pp 

electrones y fosforilación bi >. y 
oxidativa $ 


piruvato simplemente se reduce a lactato en el citosol, 
regenerando NAD* para la producción continuada de 
ATP por la glucólisis. 
Hemos visto que en muchos tipos de cáncer, la 
glucosa experimenta glucólisis aeróbica en el 
citosol, con lactato como producto secundario (el efecto 
Warburg, véase Recuadro 14-1). Debido a que la entra- 
da del piruvato en la mitocondria (y su posterior oxida- 
ción) es más lenta en los tumores, es de gran interés el 
mecanismo por el que el piruvato entra en la mitocon- 
dria. Para entrar en la matriz, el piruvato difunde prime- 
ro a través de amplias oberturas de la membrana mito- 
condrial externa y, a continuación, es transportado a 
través de la membrana mitocondrial interna por el 
transportador mitocondrial de piruvato (MPC), 
un transportador pasivo específico para el piruvato. El 
MPC está codificado por dos genes MPC1 y MPC2, que 
están mutados en una proporción elevada (80%) en 
ciertos cánceres entre los que se imcluyen gliomas 
(tumores de las células gliales del cerebro). Estas muta- 
ciones reducen la fracción de piruvato citosólico que se 
oxida mediante el ciclo del ácido cítrico, reducción que 
podría explicar, en principio, el efecto Warburg. Y 
En células normales (no tumores), el piruvato de la 
matriz mitocondrial se oxida a acetil-CoA y CO, por el 
complejo de la piruvato deshidrogenasa (PDH). 
Este agrupamiento altamente ordenadode enzimas, con 
múltiples copias de cada uno de los tres enzimas, está 
localizado en las mitocondrias de las células eucarióti- 


H, El estudio a fondo de este complejo enzimático 
O E APOR interesante por diversas razones. El com- 
| ejo de es un ejemplo clásico y bien estudiado de 


FIGURA 16-1 Catabolismo de proteinas, grasas y glúcidos en las tres 
etapas de la respiración celular. Etapa 1: oxidación de los ácidos grasos, 
glucosa y algunos aminoácidos que dan acetil-CoA. Etapa 2: la oxida- 
ción de los grupos acetilo en el ciclo del ácido cítrico incluye cuatro 
pasos en los que se sustraen electrones. Etapa 3: los electrones trans- 
portados por el NADH y el FADH, Hegan a una cadena de transporta- 
dores electrónicos mitocondriales (o bien transporiadores unidos a la 
membrana plasmática, en el caso de las bacterias) -la cadena respirato- 
ria- con reducción final del O, a H,O. Este flujo electrónico impulsa la 
producción de ATP. 


bustible aportado. Muchos de los carbonos de los ami- 
noácidos también entran en el ciclo en forma de aceta- 
to, aunque las vías de degradación de algunos aminoá- 
cidos dan lugar a otros intermediarios del ciclo tales 
como el succinato y el malato, que, a continuación, 
entran en el ciclo. 

El piruvato generado por glucólisis en el citosol 
representa un nódulo en el metabolismo de glúcidos, 
grasas y proteínas. El piruvato que entra en la mitocon- 
dria puede ser oxidado por el ciclo del ácido cítrico para 
generar energía o, después de su conversión en ace- 
til-CoA, puede utilizarse como material de partida para 
la síntesis de ácidos grasos y esteroles. Un tercer desti- 
no posible del piruvato es como precursor de la síntesis 
de aminoácidos (Capítulo 22). En la glucólisis aeróbi- 
ca, el piruvato no experimenta ninguna oxidación pos- 
terior a través del ciclo del ácido cítrico, aun cuando 
haya oxígeno disponible para hacerlo; en vez de ello, el 


complejo multienzimático en el que una serie de interme- 
dios químicos permanecen unidos a las moléculas enzi- 
máticas mientras se produce la transformación del sus- 
trato en el producto final. En el mecanismo de reacción 
participan cinco cofactores, cuatro de ellos derivados de 
vitaminas. La regulación de este complejo enzimático 
ilustra también de qué manera una combinación de modi- 
ficaciones covalentes y regulación alostérica permite 
obtener un control preciso del flujo a través de un paso 
metabólico. Finalmente, el complejo de la PDH es el pro- 
totipo de otros dos importantes complejos enzimáticos: la 
o-cetoglutarato deshidrogenasa del ciclo del ácido cítrico 
y la a-cetoácido de cadena ramificada deshidrogenasa de 
las rutas oxidativas de diversos aminoácidos (véase la 
Fig. 18-28). La extraordinaria similitud en su estructura 
proteica, los cofactores empleados y los mecanismos de 
reacción de estos tres complejos son, sin duda, reflejo de 
un origen evolutivo común; son parálogos. 


El piruvato se oxida a acetil-CoA y CO, 


La reacción global catalizada por el complejo de la piru- 
vato deshidrogenasa es una descarboxilación oxida- 
tiva, un proceso de oxidación irreversible en el que el 
piruvato pierde un grupo carboxilo en forma de molécu- 
la de CO,, mientras que los dos cabonos restantes se 
transforman en el grupo acetilo del acetil-CoA 
(Fig. 16-2). El NADH formado en esta reacción libera 
un ión hidruro (:H7) a la cadena respiratoria (Fig. 16-1), 
que transporta los dos electrones hasta el oxígeno o, en 
los microorganismos anaeróbicos, hasta un aceptor de 


CoA-SH + 
+ TPP, 
NAD lipoato, NADH o „5SCoA 
FAD C 
complejo de la piruvato | 
oeshidrogenasa (E, + E, + Ey) CH3 
Piruvato Acetil-CoA 


àG” = —33,4 kJ/mol 


FIGURA 16-2 Reacción global catalizada por el complejo de la piru- 
vato deshidrogenasa. Los cinco coenzimas que participan en esta reac- 
ción, así como los tres enzimas que forman el complejo enzimático, se 
discuten en el texto. 


electrones alternativo tal como el nitrato o el sulfato. La 
transferencia de electrones desde el NADH hasta el 
oxígeno genera en última instancia 2,5 moléculas de 
ATP por cada par de electrones. Se ha demostrado la 
irreversibilidad de la reacción del complejo de la PDH 
mediante experimentos con isótopos radiactivos: el 
complejo no puede unir de nuevo CO, marcado radiac- 
tivamente al acetil-CoA para generar piruvato marcado 
en el grupo carboxilo. 


El complejo de la piruvato deshidrogenasa 
necesita cinco coenzimas 


La deshidrogenación y descarboxilación combinadas del 
piruvato para formar el grupo acetilo del acetil-CoA 
(Fig. 16-2) requiere la acción secuencial de tres enzi- 
mas diferentes, así como de cinco coenzi O 
prostéticos diferentes: tiamina picotofto, ETPP 
na adenina dinucleótido (FAD), coe ( 

veces mostrado como CoA-SH para poner de relieve el 
papel del grupo -SH), nicotinamida adenina dinucleóti- 
do (NAD) y lipoato. Cuatro vitaminas diferentes, esen- 
ciales en la nutrición humana, son componentes vitales 
de este sistema: la tiamina (en el TPP}, la riboflavina 
(en el FAD), la nicotinamida (en el NAD) y el pantote- 
nato (en el CoA). Ya hemos descrito los papeles del FAD 
y el NAD como transportadores de electrones (Capítulo 
13), y hemos encontrado el TPP como coenzima de la 
piruvato descarboxilasa (véase la Fig. 14-15). 


Grupo 
tiol reactivo 


H 
B-Mercaptoetilamina 


Ácido pantoténico 


CH e 
TEN 

S-Coå 
Acetil-CoA 


FIGURA 16-3 Coenzima A (CoA). Un grupo hidroxilo del ácido panto- 
ténico se une a una porción de ADP modificado a través de un enlace 
éster fosfato, y su grupo carboxilo se une mediante un enlace amida a ia 
B-mercaptoetilamina. El grupa hidroxilo en la posición Y de la porción 


Coenzima A 
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El coenzima A (Fig. 16-3) contiene un grupo tiol 
reactivo (-SH), de importancia fundamental dentro de 
su papel como transportador de grupos acilo en diver- 
sas reacciones metabólicas. Los grupos acilo se unen 
covalentemente al grupo tiol, formando tioésteres. A 
consecuencia de su relativamente elevada energía libre 
estándar de hidrólisis (véanse las Figs. 13-16, 13-17), 
los tioésteres tienen un elevado potencial de transferen- 
cia de grupos acilo, es decir la donación de sus grupos 
acilo a una serie de moléculas aceptoras es una reacción 
favorable. De este modo, puede considerarse que el 
grupo acilo unido al coenzima A, está “activado” para la 
transferencia de grupo. 

El quinto cofactor del complejo de la PDH, el lipoa- 
to (Fig. 16-4), tiene dos grupos tiol que pueden expe- 
rimentar una oxidación reversible hasta formar un 
enlace disulfuro (-S-S-), similar al que se produce entre 
dos residuos Cys en proteínas. Gracias a esta capacidad 
de experimentar reacciones de oxidación-reducción, el 
lipoato puede actuar a la vez como transportador de 
electrones (hidrógeno) y de acilos tal como veremos a 
contmuación. 


El complejo de la piruvato deshidrogenasa está formado 
por tres enzimas diferentes 

El complejo de la PDH está formado por copias múlti- 
ples de los tres enzimas: piruvato deshidrogenasa 
(E,), dihidrolipoil transacetilasa (E,) y dihidroli- 
poil deshidrogenasa (E,). El número de copias de 
cada enzima, y por tanto el tamaño del complejo, varía 


OTAN mars a otro. El complejo de la PDH aislado 
mamíferos tiene un diámetro de aproximada- 


mente 50 nm, más de cinco veces el tamaño de un ribo- 
soma y suficientemente grande para visualizarse a tra- 
vés del microscopio electrónico (Fig. 16-5a). En el 
enzima bovino hay 60 copias idénticas de E, que forman 
un dodecaedro pentagonal (el núcleo) con un diámetro 
de unos 25 nm (Fig. 16-15b). (El núcleo del enzima de 
Escherichia coli, contiene 24 copias de E,). E, es el 
punto de conexión del grupo prostético lipoato, unido a 
través de un enlace amida al grupo £-amino de un resi- 
duo Lys (Fig. 16-4). E, tiene tres dominios funcional- 


o 


3'-fostoadenosina difosfato 


ADP tiene un grupo fosforilo que no está presente en el ADP libre. El 
grupo -SH de la porción mercaptoetilamina forma un tioéster con el ace- 
tato en el acetil-coenzima A (acetil-CoA) (parte inferior izquierda). 
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(dihidrolipoil transacetilasa) 


FIGURA 16-4 Ácido lípoico (lipoato) unido por enlace amida a un 
residuo Lys. La porción lipoil-lisilo es el grupo prostético de la dihidroli- 
poil transacetilasa (E, del complejo de la PDH). El grupo lipoilo puede 
hallarse oxidado (disulfuro) o bien reducido (ditioi) y actúa como un 
transportador de hidrógeno y de un grupo acetilo (u otro acilo). 


mente distintos (Fig. 16-5c): el dominio lipoilo amino 
terminal, que contiene el residuo(s) lipoil-Lys; el domi- 
nio de unión entre E, y E, central y el dominio acil- 
transferasa del núcleo interior, que contiene el sitio 
activo de la aciltransferasa. El complejo PDH de levadu- 
ra tiene un único dominio lipoilo con un lip unido, 
pero el complejo de mamíferos tiene dos y 

tiene tres (Fig. 16-5c). Los dominios de E, están sepa- 
rados por conectores, secuencias de 20 a 30 residuos 
aminoácidos, ricas en Ala y Pro entremezcladas con 
residuos cargados; estos conectores tienden a adoptar 
sus formas extendidas con lo que mantienen separados 
los tres dominios. 


FIGURA 16-5 El complejo de la piruvato deshidrogenasa. (a) Microgra- 
fía crioelectrónica de complejos de la PDH aislados de riñón bovino, En la 
microscopta crioelectrónica se observan muestras biológicas a temperatu- 
ras extremadamente bajas; esto impide la aparición de artefactos poten- 
ciales introducidos por el proceso usual de deshidratación, fijación y tin- 
ción. (véase el Recuadro 19-1) (b) Imagen tridimensional del complejo de 
la PDH que muestra la estructura de subunidades: E, piruvato deshidroge- 
nasa; E, dihidrolipoil transacetilasa y E, dihidrolipoil deshidrogenasa. Esta 
imagen se ha reconstruido mediante análisis de un gran número de imá- 
genes tales como las que aparecen en (a), en combinación con estudios 
cristalográficos de las subunidades individuales. El núcleo (verde) consta 
de 60 moléculas de E,, ordenadas en 20 trímeros que forman un dode- 
caedro pentagonal. El dominio lipoilo de E, (azul) se proyecta hacia fuera 
para tocar los sitios activos de las moléculas de E, (amarillo) ordenadas 
sobre el núcleo de E,. Varias subunidades de E, (rojo) también están uni- 
das al núcleo en donde el brazo basculante presente en E, puede alcanzar 
sus sitios activos. El sitio en donde un grupo lipoilo está unido al dominio 
fipoilo de E, está marcado con un asterisco. Para que la estructura sea más 
clara se han eliminado alrededor de la mitad del complejo perteneciente a 
la parte frontal, (c) E , Consta de tres tipos de dominios unidos por polipép- 
tidos cortos de conexión: un dominio catalítico aciltransterasa, un dominio 
de unión, que interviene en la unión de E, a E, y E, y uno o más dominios 
lipoito (según la especie). [Fuente: (a) Cortesía del Dr. Richard H. Trelease. 
(b) Cortesía del Dr. A Hong-Zhou, Director, Electron imaging Center for 
NanoMachines (EICN).] 


El sitio activo de E, contiene TPP unido, y el de E, 
contiene FAD unido. Existen además dos proteínas 
reguladoras, una proteína quinasa y una fosfoproteína 
fosfatasa, que también forman parte del complejo y que 
se describen posteriormente. Esta estructura básica 
E,-E,-E, se ha conservado durante la evolución y se 
utiliza en diversa reacciones metabólicas similares, 
entre las que se incluyen la oxidación del a-cetoglutara- 
to en el ciclo del ácido cítrico (descrita más adelante) y 
la oxidación de los a-cetoácidos procedentes de la 
degradación de los aminoácidos de cadena ramificada 
valina, isoleucina y leucina (véase la Fig. 18-28). Dentro 
de una especie dada, E, del complejo de la PDH es idén- 
tico a E, de los otros dos complejos enzimáticos. La 
unión del lipoato al extremo de la cadena lateral de una 
Lys en E, da lugar a un brazo largo y flexible que puede 
desplazarse desde el sitio activo de E, a los sitios activos 
de E, y E,, una distancia de unos 5 nm o más. 


En la canalización de sustratos, los intermedios nunca 
abandonan la superficie enzimática 


En la Figura 16-6 se muestra esquemáticamente de 
qué modo el complejo de la piruvato deshidrogenasa 
lleva a cabo las cinco reacciones consecutivas en la des- 
carboxilación y deshidrogenación del piruvato. El paso 
O es, en esencia, idéntico a la reacción catalizada por 
la piruvato descarboxilasa (véase la Fig. 14-15c); el C-1 
del piruvato se elimina en forma de CO,, y el C-2, que en 
el piruvato se encuentra en el estado de oxidación 

orrespondiente a un aldehído, se une al TPP en forma 


(b) pr] 


10 nm 


El número de dominios 
lipoilo varía con las especies. 


Polipéptido 
E. coli Mamiferos Levadura flexible 
Y T (1) de conexión 


Dominio de unión 
(interviene en la unión 
EE, y en la E,-Ez ) 


Dominio 
aciltransferasa 
(núcleo interno) 


(c) e ¿€ 


de grupo hidroxietilo. Este primer paso es el más lento 
y, por tanto, limita la velocidad de la reacción global. Es 
también el punto en el que el complejo de la PDH ejerce 
su especificidad de sustrato. En el pasob QY, el grupo 
hidroxietilo se oxida para dar lugar a un ácido carboxí- 
lico (acetato). Los dos electrones eliminados en esta 
reacción de oxidación reducen el -5-S- de un grupo 
lipoilo en E, para dar lugar a dos grupos tiol (-SH). La 
porción acetilo producida en esta reacción de oxida- 
ción-reducción se esterifica en primer lugar con uno de 
los grupos -SH del lipoilo, y a continuación se transes- 
terifica con el CoA para dar lugar a acetil-CoA (paso 
©). Así, la energía de oxidación impulsa la formación 
de un tioéster del acetato de elevada energía. El resto 
de las reacciones catalizadas por el complejo de la PDH 
(por E, en los pasos O) y @) son transferencias electró- 
nicas necesarias para la regeneración de la forma oxida- 
da (disulfuro) del grupo lipoilo de E,, preparando así el 
complejo enzimático para otro ciclo oxidativo. Los elec- 
trones extraídos del grupo hidroxietilo procedente del 
piruvato pasan a través del FAD al NAD+. 

Los brazos basculantes lipoil-lisilo de E, desempe- 
ñan un papel central en el mecanismo del complejo de 
la PDH al aceptar de E, los dos electrones y el grupo 
acetilo procedentes del piruvato y pasarlos a E,. Todos 
estos enzimas y coenzimas se encuentran agrupados, lo 
que permite que los intermedios reaccionen rápidamen- 
te sin difundir fuera de la superficie del complejo enzi- 
mático, La secuencia de cinco reacciones mostrada en 
la Figura 16-6 es, por tanto, un ejemplo de canaliza- 


siempre muy alta. La canalización también impide el 
robo del grupo acetilo activado por otros enzimas que 
utilizan este grupo como sustrato. Tal como veremos, 
un mecanismo de ligado similar para la canalización del 
sutrato entre sitios activos es utilizado en diversos enzi- 
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FIGURA 16-6 Descarboxilación oxidativa del piruvato a acetil-CoA 
por el complejo de la PDH. El destino del piruvato se muestra en rojo, En 
el paso @. el piruvato reacciona con la tiamina pirofosfato (TPP) unida a 
la piruvato deshidrogenasa (E,), experimentando una descarboxilación 
hasta el derivado nidroxietilo (véase Fig. 14-15), La piruvato deshidroge- 
nasa es también la responsable del paso @. En él se transfieren dos elec- 
trones y el grupo acetilo desde la TPP hasta la forma oxidada del grupo 
lipoil-lisilo del enzima núcleo, la dihidrolipoil transacetilasa (E,), formán- 
dose el acetil tioéster del grupo lipoilo reducido. El paso O) es una tran- 
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mas en los que el lipoato, la biotina o una porción tipo 
CoA actúan como cofactores. 

Como es de esperar, tanto las mutaciones en los 
E genes de las subunidades del complejo de la 
PDH como la deficiencia de tiamina en la dieta pueden 
acarrear graves consecuencias. Los animales que pre- 
sentan deficiencia de tiamina no son capaces de oxidar 
el piruvato con normalidad. Esto es especialmente 
importante para el cerebro que obtiene normalmente 
toda su energía de la oxidación aeróbica de la glucosa, 
a través de una ruta que necesariamente incluye la 
oxidación del piruvato. El beriberi, una enfermedad 
causada por una carencia de tiamina, se caracteriza por 
la pérdida de función neuronal. Esta enfermedad incide 
principalmente en poblaciones cuya alimentación 
depende básicamente del arroz blanco (pulido) que 
carece de las cáscaras en las que se encuentra la mayor 
parte de la tiamina del arroz. Las personas que consu- 
men habitualmente grandes cantidades de alcohol tam- 
bién pueden desarroliar una deficiencia de tiamina; la 
mayor parte de su dieta diaria, bebidas alcohólicas 
destiladas, son “calorías vacías” exentas de vitaminas. 
Un nivel elevado de piruvato en sangre suele indicar 
defectos en la oxidación del píruvato producidos por 
una de estas causas. M 


RESUMEN 16.1 Producción de acetil-CoA (acetato 
activado) 


E El piruvato, producto de la glucólisis, es tramspor- 
tado a la matriz mitocondrial por el transportador mito- 
de piruvato. 

piruvato se convierte en acetil-CoA, material de 
partida del ciclo del ácido cítrico, por acción del com- 
plejo de la piruvato deshidrogenasa. 

E El complejo de la PDH está compuesto por múlti- 
ples copias de tres enzimas: piruvato deshidrogenasa, 
E, (con su cofactor ligado el TPP); dihidrolipoil transa- 


i 
y CASH  CH—C—S-CoA 


Acetil-CoA 


NADH + Ht 


NAD+ 


Dihidrotipoil 


sesterificación en la que el grupo -SH del CoA sustituye el grupo -SH de 
E, para obtener acetil-CoA y et grupo lipoito en su forma completamente 
reducida (ditiol), En el paso @, la dihidrolipoil deshidrogenasa CE.) pro- 
mueve la transferencia de dos átomos de hidrógeno de los grupos lipoito 
reducidos de E, al grupo prostético FAD de E,, restableciendo la forma 
oxidada del grupo lipoil-lisilo de E,. En el paso O. FADH, reducido de 
E, transfiere un ión hidruro al NAD”, formando NADH. El complejo enzi- 
mático está ya preparado para un nuevo ciclo catalítico. (Los colores de 
las subunidades se corresponden con los de la Fig. 16-5b). 
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cetilasa, E, (con su grupo lipoilo unido de modo cova- 
lente) y dihidrolipoil deshidrogenasa, E, (con sus cofac- 
tores FAD y NAD). 

@ E, cataliza en primer lugar la descarboxilación del 
piruvato, produciendo hidroxietil-TPP y a continuación 
la oxidación del grupo hidroxietilo a grupo acetilo, Los 
electrones de esta oxidación reducen el disulfuro del 
lipoalto unido a E, y se transfiere el grupo acetilo en 
forma de enlace tioéster con un grupo -SH del lipoato 
reducido. 

M E, cataliza la transferencia del grupo acetilo al coen- 
zima å formando acetil-CoA, 

WN E, cataliza la regeneración de la forma disulfuro 
(oxidada) del lipoato; los electrones pasan primero al 
FAD y, a continuación, al NAD*. 

E El largo brazo de lipoil-lisina bascula desde el sitio 
activo de E, al de E, y al de E,, ligando los intermedios 
al complejo enzimático para permitir la canalización de 
los sustratos. | 
MM La organización del complejo de la PDH es muy 
similar a la de los complejos enzimáticos que catalizan 
la oxidación del a-cetoglutarato y la de los a-cetoácidos 
de cadena ramificada. 


16.2 Reacciones del ciclo del ácido 
cítrico 

Podemos ahora seguir el proceso mediante el cual se 
oxida el acetil-CoA. Dicha transformación química se 
realiza en el ciclo del ácido cítrico, la primera wią meta- 
bólica cíctica que bemos encontrado (Fig. 16 PH 
iniciar una vuelta del ciclo el acetil-CoA ceda y A É 
acetilo al oxalacetato, un compuesto de cuatro átomos 
de carbono, formando una molécula de citrato de seis 
carbonos. El citrato se transforma entonces en isocitra- 
to, otra molécula de seis carbonos, que al deshidroge- 
narse perdiendo CO, genera a-cetoglutarato, un com- 
puesto de cinco átomos de carbono también llamado 
oxoglutarato. El a-cetoglutarato experimenta la pérdida 
de una segunda molécula de CO,, produciendo final- 
mente succinato, un compuesto de cuatro carbonos. El 
succinato se convierte, mediante una secuencia de tres 
reacciones enzimáticas, en el compuesto de cuatro car- 
bonos oxalacetato con lo que queda listo para reaccio- 
nar con otra molécula de acetil-CoA. En cada vuelta del 
ciclo se produce la entrada de un grupo acetilo (dos 
carbonos) en forma de acetil-CoA y la salida de dos 
moléculas de CO,, se utiliza una molécula de oxalaceta- 
to para formar citrato y se regenera una molécula de 
oxalacetato. No se produce una pérdida neta de oxala- 
cetato; en teoría, una sola molécula de este compuesto 
sería suficiente para promover la oxidación de un núme- 
ro infinito de grupos acetilo y, de hecho, el oxalacetato 
se encuentra en las células en concentraciones muy 
bajas. Cuatro de los ocho pasos de este proceso son 
oxidaciones en las que la energía de oxidación se con- 
serva, con elevada eficiencia, en forma de los coenzimas 
reducidos NADH y FADH,. 

Tal como se dijo, a pesar del papel central que juega 
el ciclo del ácido cítrico en el metabolismo energético, 
su función no se limita a la conservación de la energía. 
Los intermediarios de cuatro y cinco átomos de carbono 
del ciclo actúan de precursores de una amplia gama de 


ol 


productos. Las células emplean las denominadas reac- 
ciones anapleróticas (de relleno), que describiremos 
más adelante, para reemplazar los intermediarios así 
desviados. 

Eugene Kennedy y Albert Lehninger demostraron 
en 1948 que, en eucariotas, todas las reacciones del 
cicio del ácido cítrico tienen lugar en la mitocondria. 
Observaron que las mitocondrias aisladas contienen no 
sólo todos los enzimas y coenzimas necesarios para el 
ciclo del ácido cítrico, sino también todos los enzimas y 
proteínas necesarios para que tenga lugar la última 
etapa de la respiración, es decir, la transferencia elec- 
trónica y la síntesis de ATP mediante fosforilación oxi- 
dativa. Tal como veremos en capítulos posteriores, las 
mitocondrias también contienen los enzimas que catali- 
zan la oxidación de los ácidos grasos y de algunos ami- 
noácidos a acetil-CoA y la degradación oxidativa de 
otros aminoácidos a «a-cetoglutarato, succinil-CoA u 
oxalacetato. Así, en eucariotas no fotosintéticos, la 
mitocondria es el lugar donde se producen la mayor 
parte de reacciones oxidativas que liberan energía y la 
síntesis acoplada de ATP. En los eucariotas fotosintéti- 
cos la mayor parte del ATP producido en la oscuridad se 
genera en las mitocondrias, aunque los cloroplastos 
producen la mayor parte del ATP en condiciones de 
iluminación. En la mayoría de bacterias los enzimas del 
ciclo del ácido cítrico se localizan en el citosol, y su 
membrana plasmática tiene un papel análogo al desem- 
peñado por la membrana mitocondrial interna en la 
síntesis de ATP (Capítulo 19). 


(7 AVIEN de reacciones en el ciclo del ácido cítrico son 


gicas desde el punto de vista químico 

El acetil-CoA producido en la degradación de glúcidos, 
grasas y proteínas ha de ser oxidado completamente a 
CO, si se quiere extraer el máximo de energía de estos 
combustibles. No obstante, la oxidación directa del ace- 
tato (o acetil-CoA) a CO, no es bioquímicamente facti- 
ble. La descarboxilación de este ácido de dos carbonos 
produciría CO, y metano (CH,). El metano es bastante 
estable químicamente y, con la excepción de ciertas 
bacterias metanotróficas que viven en nichos ricos en 
metano, los organismos no poseen los cofactores y enzi- 
mas necesarios para oxidar el metano. Sin embargo, los 
grupos metileno (—CH,—), se metabolizan fácilmente 
por sistemas enzimáticos peresentes en la mayoría de 
organismos. En secuencias de oxidación típicas inter- 
vienen dos grupos metileno adyacentes (—CH,-CH—), 
de los que al menos uno es adyacente a un grupo carbo- 
nilo. Tal como hemos observado en el Capítulo 13, los 
grupos carbonilo son muy importantes en las transfor- 
maciones químicas de las rutas metabólicas. El carbono 
del grupo carbonilo tiene una carga positiva parcial 
debido a la propiedad de extracción de electrones del 
oxígeno carbonílico por lo que es un centro electrofílico. 
Un grupo carbonilo puede facilitar la formación de un 
carbanión sobre un carbono vecino al deslocalizar la 
carga negativa del carbanión. En el ciclo del ácido cítri- 
co observamos un ejemplo de oxidación de un grupo 
metileno cuando el succinato se oxida (pasos Q a O 
en la Fig. 16-7), formando un carbonilo (en el oxalace- 
tato) que es más reactivo químicamente que un grupo 
metileno o que el metano. 


Condensación de 
Claisen: 

el grupo metilo del 
acetil-CoA se convierte 
en metileno en el 


Deshidrogenación: 
la oxidación del -OH 
completa la secuencia 
de oxidación; genera un 
carbonilo que facilita 
la condensación de 
Claisen en el próximo 
paso. 


la introducción de un 
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secuencia de oxidación 
del metileno 
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FIGURA 16-7 Reacciones del ciclo del ácido cítrico. Los átomos de 
carbono marcados en rosa son los correspondientes al acetato del ace- 
til-CoA en la primera vuelta del ciclo. No son los carbonos liberados 
como CO, en la primera vuelta. Obsérvese que en el succinato y fuma- 
rato el grupo de dos átomos de carbono procedente del acetato ya no se 
puede distinguir especificamente; debido a que el succinato y el fuma- 
rato son moléculas simétricas, C-1 y C-2 son indistinguibles de C-4 y 


En resumen, si el acetil-CoA se ha de oxidar de 
manera eficiente el grupo metilo del acetil-CoA se ha 
de unir a algo. El primer paso del ciclo del ácido cítrico 
resuelve elegantemente este problema del grupo metilo 
no reactivo mediante la condensación del acetil-CoA 
con el oxalacetato. El carbonilo del oxalacetato actúa 
como centro electrofílico, que es atacado por el carbo- 


Acetil-CoA 
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el grupo —OH del citrato se 
reposiciona en el isocitrato 
para permitir la 
descarboxilación en el paso 
siguiente, 
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Descarboxilación 
oxidativa: 
el grupo —OH se 
oxida a carbonilo lo 
que, a su vez, facilita 
la descarboxilación 
por estabilización del 
carbanión formado en 
el carbono adyacente. 


ruvato 
del 


mecanismo similar al de la pi 
deshidrogenasa; dependiente 
carbonilo en el carbono adyacente. 


C-3. El número que aparece indicando cada paso corresponde al título 
referido en el texto (páginas 626-633). Las flechas rojas marcan los 
lugares donde se conserva la energía por transferencia electrónica a FAD 
o NAD*, formando FADH, y NADH + H’. Los pasos O, O) y O son 
esencialmente irreversibles en la célula; todas los otros pasos son rever- 
sibles. El producto del paso) puede ser ATP o GTP, en función del 
isozima de la succinil-CoA sintetasa que actúa como catalizador, 


no del metilo del acetil-CoA en una condensación de 
Claisen que forma el citrato (paso (Y de la Fig. 16-7). 
El grupo metilo del acetato se ha convertido en un 
metileno en el ácido cítrico. A continuación este ácido 
tricarboxílico experimenta fácilmente una serie de oxi- 
daciones que eliminan dos carbonos en forma de CO,. 
Observe que en todos los pasos en los que hay rotura o 
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formación de enlaces carbono-carbono (pasos Q, E) y 
O ) se aprovechan grupos carbonilo en la posición ade- 
cuada. Al igual que en todas las rutas metabólicas, hay 
una lógica química en la secuencia de pasos del ciclo 
del ácido cítrico: en cada paso se produce una oxida- 
ción conservadora de energía o es un preludio necesa- 
rio para la oxidación, situando grupos funcionales en 
una posición que facilita la oxidación o la descarboxila- 
ción oxidativa. A medida que aprenda los pasos del 
ciclo, tenga presente la lógica química de cada uno de 
ellos; hará que el proceso sea más fácil de entender y 
recordar. 


El ciclo del ácido cítrico consta de ocho pasos 


Al examinar los ocho pasos consecutivos del ciclo del 
ácido cítrico, pondremos especial énfasis en las trans- 
formaciones químicas que tienen lugar cuando el citrato 
producido a partir de acetil-CoA y oxalacetato es oxida- 


do dando lugar a la aparición de CO, al tiempo que la ' 


energía procedente de esta oxidación es almacenada en 
los coenzimas NADH y FADH, reducidos. 


O) Formación de citrato La primera reacción del ciclo es 
la condensación del acetil-CoA con oxalacetato para 
dar lugar a citrato, en una reacción catalizada por la 
citrato sintasa: 


- S-CoA 


Acetil-CoA H-O CoA-SH 
+ 
clirato 
siniasa 
0O=C=—CO0O0” 
Citrat 
CH,—COO” iii 
Oxalacetato 


AG'? = —32,2 kJ/mol 


En esta reacción, el carbono metilico del grupo acetilo 
se une al grupo carbonílico (C-2) del oxalacetato. El 
citril-CoA es un intermediario transitorio que se forma 
en el sitio activo del enzima (véase la Fig. 16-9) y que se 
hidroliza rápidamente a CoA y citrato libres, que a con- 
tinuación abandonan el sitio activo. La hidrólisis de este 
intermediario tioéster de elevada energía hace que la 
reacción directa sea muy exergónica. La gran variación 
negativa de energía libre estándar asociada con la reac- 
ción de la citrato sintasa resulta esencial para el funcio- 
namiento del ciclo a consecuencia, tal como se mencio- 
nó anteriormente, de la muy baja concentración de 
oxalacetato normalmente presente. El CoA liberado en 
esta reacción se recicla para participar en la descarboxi- 
lación oxidativa de otra molécula de piruvato a cargo del 
complejo de la PDH. 

Se ha cristalizado la citrato sintasa de mitocondrias 
y se ha deducido su estructura mediante difracción de 
rayos X en presencia y ausencia de sustratos e inhibido- 
res (Fig. 16-8). Cada subunidad del enzima homodimé- 
rico es una sola cadena polipeptídica con dos dominios, 
uno de ellos grande y rígido y el otro más pequeño y 
flexible. El sitio activo se sitúa entre los dos. El oxalace- 
tato, primer sustrato que se une al enzima, induce un 


gran cambio de conformación en el dominio flexible que 
provoca la aparición de un sitio de unión para el segun- 
do sustrato, el acetil-CoA. Cuando se ha formado el 
citril-CoA en el sitio activo del enzima, otro cambio 
conformacional produce la hidrólisis del tioéster con 
liberación de CoA-SH. Este encaje inducido del enzima, 
primero con su sustrato y a continuación con su mter- 
medio, disminuye la probabilidad de una rotura prema- 
tura e improductiva del enlace tioéster del acetil-CoA. 
Estudios cinéticos sobre el enzima están de acuerdo con 
este mecanismo bisustrato ordenado (véase la Fig. 
6-13) La reacción catalizada por la citrato sintasa es, 
básicamente, una condensación de Claisen, en la que 
interviene un tioéster (acetil-CoA) y una cetona (oxala- 
cetato) (Fig. 16-9). 


(a) Análogo 


del acetil-CoA 


© Oxalacetato 


Análogo 
del acetil-CoA 


(b) 


FIGURA 16-8 Estructura de la citrato sintasa. El dominio flexible de 
cada subunidad experimenta un gran cambio de conformación al unirse 
el oxalacetato con lo que se crea un sitio de unión para el acetil-CoA. (a) 
Forma abierta del enzima solo; (b) forma cerrada con oxalacetato y un 
análogo estable del acetil-CoA (carboximetil-CoA) unidos. En estas 
representaciones una subunidad se colorea en beige y la otra en verde. 
[Fuentes: (a) PDB ID 5CSC, D.-l. Liao et al, Biochemistry 30:6031, 1991. 
{b} Obtenido de PDB ID 5CTS, M. Karpusas et al., Biochemistry 29:2213, 
1990.) 


) Formación de isocitrato vía cis-aconitato El enzima 
aconitasa (denominado más formalmente aconitato 
hidratasa) cataliza la transformación reversible del 
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promover la adición reversible de H,O al dobie enlace 
del cis-aconitato unido al enzima mediante dos caminos 
diferentes, de los que uno conduce a citrato y el otro a 


citrato en isocitrato a través de la formación interme- isocitrato: 
dia del ácido tricarboxílico cis-aconitato, que normal- 
mente no se disocia del sitio activo. La aconitasa puede CH,—COO” HO CH,—COO” 
HO-—-c—coo- A Cto - 
acorilasa acoritasa 
FIGURA DE MECANISMO 16-9 Citrato sintasa. En la reacción de la H-6—co0” C—COO 7 
citrato sintasa de mamiferos, el oxalacetato se une en primer lugar, en l l 
una secuencia de reacción estrictamente ordenada. Esta unión desenca- l 
dena un cambio de conformación que abre el sitio de unión para el ace- Citrato cis-Aconitato E 
til-CoA. El oxalacetato se orienta especificamente en el sitio activo de la qa ¿700 
citrato sintasa por interacción de sus dos carboxilatos con dos residuos e-i- coo- 
Arg cargados positivamente (no mostrados). [Fuente: información de S. noc- H 
J]. Remington, Curr. Opin, Struct. Biol. 2:730, 1992.] 
bos- 
+ His?74 Isocitrato 
CJ : AG"? =13,3 kJ/mol 
į A A A pesar de que la mezcla en equilibrio a pH 7,4 y 25°C 
MES" O=C—COO” contiene menos del 10% de isocitrato, en la célula la 
His320 AN A Hi reacción transcurre hacia la derecha gracias a la rapidez 
\ a is deidad del consumo de isocitrato en el siguiente paso del ciclo, 
 Pratacótato gi Acetil-COA lo que produce la disminución de su concentración en el 
TT A A estado estacionario. La aconitasa contiene un centro 
Citrate synthase Asp7S ferro-sulfurado (Fig. 16-10), que actúa tanto en la 
fijación del sustrato en el sitio activo como en la adición 
o eliminación catalíticas de HO. En las células con 
La unión tioéster del acetil-CoA activa los carencia de hierro, la aconitasa pierde su centro 
ari ps LA bra e o ferro-sulfurado y adquiere un papel diferente en la 
intermedio enolato. El intermedio es — [9 AT ión de la homeostasis del hierro. La aconitasa es 
3 por formación pla pres pi los muchos enzimas conocidos que “se iluminan 
protonación completa). - a la luz de la luna”, es decir que tienen un segundo papel 
e - en condiciones alejadas del óptimo (Recuadro 16-1). 
A His??4 
4 y © Oxidación del isocitrato a o-cetoglutarato y CO, En el 
N paso siguiente la isocitrato deshidrogenasa cataliza 
H AS = i la descarboxilación oxidativa del isocitrato dando lugar 
No a la formación de a-cetoglutarato (Fig. 16-11). El 
His320 «E faTi coo- HCŁC-—S-CoA Mn” del sitio activo interacciona con el grupo carboni- 
t intermedio enol lo del intermedio oxalsuccinato que se forma fugaz- 
Ho tal " mente sin dejar el sitio de unión hasta que la descar- 
ATA AA boxilación lo convierte en a-cetoglutarato. El Mn** 


A H 
“ oÙ 
H |l 
AAA 
EST 
H¿C—COO” 


DL 
His30 AY 
Citril-CoA 


A sp5 


también estabiliza el enol formado transitoriamente por 
descarboxilación. 


| 


CoA-SH 
H 
i asa 

1.320 
© —His HO—C—CO0O” 
4 coo” 

éster si `Y H¿C—=CO0 Citrato 

Asp?” 
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Enzimas “claro de luna 
El aforismo “un gen-un enzima”, propuesto por George 
Beadle y Edward Tatum en 1940 (véase el Capítulo 
24) no se puso en entredicho durante gran parte del 
siglo XX, lo mismo que la presunción asociada de que 
cada proteína tenía una única función. Pero en los 
últimos años se han descubierto muchas excepciones 
importantes a esta fórmula sencilla, casos en los que 
una única proteína codificada por un único gen reali- 
zaba claramente más de una función en la célula 
(“moonlighting”). La aconitasa es una de estas pro- 
teínas: actúa como un enzima al mismo tiempo que 
como reguladora de la síntesis de proteínas. 

Las células eucarióticas tienen dos isozimas de la 
aconitasa. El isozima mitocondrial convierte el citrato 
en isocitrato en el ciclo del ácido cítrico. El isozima 
citosólico tiene dos funciones distintas. Cataliza la 


conversión del citrato en isocitrato, proporcionando el 


sustrato para una isocitrato deshidrogenasa citosólica 


d que genera NADPH como poder reductor para la sín- 


tesis de ácidos grasos y otros procesos anabólicos en 
el citosol. También tiene un papel en la homeostasis 
celular del hierro. 

Todas las células han de obtener hierro para la 
actividad de muchas proteínas que lo requieren como 
| cofactor. En los humanos la carencia grave de hierro 

provoca anemia, un suministro insuficiente de eritroci- 
tos y una capacidad reducida de transporte de oxígeno 
que puede poner en peligro la vida. Demasi hi 
también es nocivo: se acumula en el nal oo i» 
en la hemocromatosis y en otras enferme 2 
hierro obtenido de la diera se transporta en la sangre 
por la proteína transferrina y entra en las células 
mediante endocitosis facilitada por el receptor de la 
transferrina. Una vez en el interior de las células el 


FIGURA 1 Efecto de IRP? e IRP2 sobre 


. proteinas con mas ae una funcion 


hierro se utiliza en la síntesis de los distintos hemos, 
cilocromos, proteínas Fe-S y otras proteínas depen- 
dientes de hierro, al tiempo que el exceso de hierro se 
almacena unido a la proteína ferritina. Los niveles de 
transferrina, receptor de la transferrina y ferri- 
tina son, por tanto, básicos para la homeostasis celu- 
lar del hierro. La síntesis de estas proteínas está regu- 
lada en función de la asequibilidad del hierro y la 
aconitasa, en su función al “claro de luna”, es decir con 
una actividad tenue, juega un papel regulador. 

La aconitasa tiene un agrupamiento Fe-S en su 
sitio activo (véase la Fig. 16-10). Cuando una célula no 
tiene hierro, este agrupamiento Fe-S se disocia y el 
enzima pierde su actividad aconitasa. Pero el apoenzi- 
ma (apoaconitasa, carente del agrupamiento Fe-S) así 
formado ha adquirido ahora su segunda actividad: la 
capacidad de unirse a secuencias específicas de los 
mRNA del receptor de la transferrina y de la ferritina, 
regulando así la síntesis de proteínas a nivel de la tra- 
ducción. Se descubrieron independientemente dos 
proteínas reguladoras del hierro, IRP1 e IRP2, 
como reguladoras del metabolismo del hierro. Se vio 
después que la IRP1 es idéntica a la apoaconitasa cito- 
sólica y que la IRP2 está muy relacionada en estructu- 
ra y función con la IRP1, si bien, a diferencia de la 
IRP1 no se puede convertir en aconitasa enzimática- 
mente activa. Tanto IRP1 como IRP2 se unen a regio- 


\ Res del ans que codifican la ferritina y el receptor 


€ Ma, con efectos sobre la movilización y 
aptación de hierro. Estas secuencias de mRNA for- 
man parte de las estructuras en horquilla denomina- 
das elementos de respuesta al hierro (IRE), 
localizadas en los extremos 5' y 3' de los mRNA (Fig. 
1). Cuando están unidas a la secuencia 5' sin traducir 


[Hierro] baja [Hierro] alta 


(aa) — emitan) 
a 
JO 
— 0988 
gF 


¿IRP unido al elemento de respuesta al hierro (IRE)? Si No 
Traucción del MRNA de la ferritina  Reprirmido Activado 
Sintesis de ferritina  Disminuido  Aumentado 


los mRNA de ferritina y del receptor de la IRE 
transferrina. (Fuente: Información de R. S$. 
Eisenstein, 
2000, Fig. 1] 


Annu. Rev Nutr 20:627, 


€ €qx-________—__— a a r 1 A 


Hay dos formas diferentes de isocitrato deshidroge- 
nasa en todas las células, una de las cuales requiere 
NAD* como aceptor de electrones, mientras que la otra 
requiere NADP*. Por lo demás, las reacciones globales 
son idénticas. En las células eucarióticas el enzima 
dependiente de NAD se encuentra en la matriz mitocon- 
drial y actúa en el ciclo del ácido cítrico. El enzima 
dependiente de NADP se encuentra tanto en la matriz 
mitocondrial como en el citosol. Es posible que su fun- 


mRNA de la ferritina 
5 | cede AAA), 3 


mRNA del receptor de la transferrina (TIR) 


co SJ aoo; 3 


IRES 


Estabilidad del mRNA de TÍR Aumentado Disminuido 
Síntesis de TÍR Aumentado Disminuido 


ción primordial sea la de producir NADPH, que es esen- 
cial en reacciones reductoras anabólicas. 


© Oxidación del a-cetoglutarato a succinil-CoA y C0, E1 
paso siguiente es otra descarboxilación oxidativa por la 
que el a-cetoglutarato se convierte en succinil-CoA y 
CO, por acción del complejo de la a-cetoglutarato 
deshidrogenasa; el NAD* actúa como aceptor de elec- 
trones y el CoA es el transportador del grupo succinilo. 


del IRE en el mRNA de la ferritina, las IRP bloquean la 
síntesis de ferritina; cuando están unidas a las secuen- 
cias 3' no traducidas de los IRE en el mRNA del recep- 
tor de la transferrina, estabilizan el mRNA e impiden 
su degradación, permitiendo así la síntesis de más 
copias de la proteína receptora por molécula de 
mRNA. De este modo, en células con carencia de hie- 
rro, la captación de hierro es más eficiente y se reduce 
el almacenamiento de hierro (unido a ferritina). Cuan- 
do las concentraciones celulares de hierro vuelven a la 
normalidad, IRP1 se convierte en aconitasa e IRP2 
experimenta degradación proteolítica acabando la res- 
puesta a la baja concentración de hierro. 

La aconitasa enzimáticamente activa y la tenue 
apoaconiútasa reguladora tienen estructuras diferentes. 
Al igual que la aconitasa activa la proteína tiene dos 
lóbulos que se cierran alrededor del agrupamiento 
Fe-S; al igual que IRP1 los dos lóbulos se abren expo- 
niendo el sitio de unión del mRNA (Fig. 2). 

La aconitasa es sólo uno de un número creciente 
de enzimas conocidos (o que se suponen) que tienen 
un segundo papel más tenue. En este grupo se inclu- 
yen muchos de los enzimas glucolíticos. La piruvato 
quinasa actúa en el nucleo regulando la transcripción 
de genes que responden a la hormona tiroidea. La 
gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa tiene una 
actividad secundaria como uracilo DNA glucosilasa, 


efectuando la reparación del DNA «dañado y 
regulador de la transcripción de (fis (4) fo y 


cristalino del ojo de los vertebrados 
mas glucolíticos con funciones secundarias entre los 
que se cuentan la fosfoglicerato quinasa, la triosa 
fosfato isomerasa y la lactato deshidrogenasa. Este 
fenómeno se denomina a veces compartir genes: dos 
proteínas diferentes, con papeles funcionales diferen- 
tes, están codificadas por un único gen. La propuesta 
de Beadle y Tatum “un gen-un enzima” al igual que 
muchas otras propuestas en ciencia es solo aproxima- 
damente verdadera, 

Hasta hace poco el descubrimiento de que una 
proteína tiene más de una función era cuestión del 
azar: dos grupos de investigadores que estudiaban dos 
cuestiones no relacionadas descubrieron que “sus” 
proteínas tenían propiedades similares, las compara- 
ron cuidadosamente y vieron que eran idénticas. Con 
el crecimiento de bases de datos catalogadas de 
secuencias de proteínas y de DNA se puede ahora 
buscar directamente proteínas con funciones secun- 
darias explorando las bases de datos en busca de pro- 


Ayo a FIGURA 2 Dos formas de la aconitasa/IRPI citosólica con dos fun- | 
| ; SAN tintas. (a) En la aconitasa, los dos lóbulos principales 


FIGURA 16-10 Centro ferro-sulfurado de la aconitasa. El centro 
ferro-sulfurado está en rojo y la molécula de citrato en azul. Tres resi- 
duos Cys del enzima unen tres átomos de hierro; el cuarto hierro está 
unido a uno de los grupos carboxila del citrato y también interacciona de 
modo no covalente con un grupo hidroxilo del citrato (enlace a trazos). 
Un residuo básico, (3B), en el enzima ayuda a posicionar el citrato en el 
sitio activo. E! centro ferro-sulfurado actúa tanto en la unión del sustrato 
como en ta catálisis. Las propiedades generales de las proteínas 
ferro-sulfuradas se estudian en el Capítulo 19 (véase la Fig. 19-5). 
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están cerrados y el agrupamiento Fe-S está enterrado; la proteína se 
ha transparentado aquí para mostrar el agrupamiento Fe-S. (b) En 
IRPI, los lóbulos se abren exponiendo un sitio de unión para la hor- 
quilla del mRNA del sustrato. [Fuentes: (a) PDB ID 283Y, J. Dupuy et 
al., Structure 14:129, 2006. (b) PDB ID 2/PY, W. E. Walden et al., 
Science 314:1903, 2006.] 


teínas con la misma secuencia que la proteína objeto 
de estudio, pero con una función diferente. Esto quie- 
re decir que en las bases de datos, una proteína a la 
que se ha adscrito una función determinada no nece- 
sariamente tiene sólo esta función. Esta variedad de 
funciones de una proteína puede explicar también 
algunos hallazgos sorprendentes: experimentos en los 
que una proteína con una función conocida se inactiva 
por mutación pero los organismos mutantes resultan- 
tes muestran un fenotipo que no tiene una relación 
evidente con aquella función. 


E Citrato 
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NAD(PY* NADCP)AH + MF 


MECANISMO FIGURA 16-11 Isocitrato deshidrogenasa. En esta 


reacción el sustrato, isocitrato, pierde un carbono por descarboxilación 


La energía de oxidación del a-cetoglutarato se conserva 
gracias a la formación del enlace tioéster del succi- 
nil-CoA: 


CoA-SH 
CH,—COO” NAD* CH,—CO00” 
| NADH | 
(Ma CH + 
complejo Pr 
¡E de la a-cetoglutarato f S-CoA 
deshidrogenasa O 
a-Cetoglutarato Succinil-CoA 


AG"? = —33,5 kJ/mol 


Esta reacción es virtualmente idéntica a la reacción de 
la piruvato deshidrogenasa discutida anteriormente, y a 
la secuencia de reacciones responsable de 
ción de aminoácidos de cadena ramficada (Fi 
El complejo de la a-cetoglutarato deshidro 
muy parecido al complejo de la PDH tanto en pa 
como en función. Posee tres enzimas homólogos a E,, E, 
y E, del complejo de la PDH, así como TPP unido al 
enzima y también lipoato, FAD, NAD y coenzima A. 
Ciertamente, ambos complejos provienen de un antepa- 
sado evolutivo común, A pesar de que los componentes 
E, de los dos complejos son estructuralmente similares, 
sus secuencias de aminoácidos son diferentes y tienen, 
por supuesto, diferente especificidad de unión: E, del 
complejo de la PDH une piruvato, y E, del complejo de 


a-Cetoglutarato 


oxidativa Véase la Fig. 14-14 para más información sobre las reacciones 
de transferencia de hidruro en las que intervienen NAD* y NADP”. 


la a-cetoglutarato deshidrogenasa une a-cetoglutarato. 
Los componentes E, de los dos complejos son también 
muy similares; ambos poseen grupos lipoilo unidos 
covalentemente. Las subunidades E, de los dos comple- 
jos enzimáticos son idénticas. El complejo que degrada 
los a-cetoácidos de cadena ramificada cataliza la misma 
secuencia de reacciones utilizando los mismos cinco 
cofactores. Es éste un caso claro de duplicación génica 
y posterior evolución divergente, tal como se descri- 
be en la Figura 1-34. Por ejemplo, si evolucionó primero 
el complejo de la piruvato deshidrogenasa, la duplica- 
ción de los genes que codifican E, y E, habría proporcio- 
nado “copias extra” que podrían mutar a lo largo del 
tiempo. La mutaciones conducirían finalmente a un 
enzima que utilizaría el mismo mecanismo para la des- 


NON] boxiiación oxidativa, pero con una nueva especifici- 


20 (para el a-cetoglutarato) que ofrecía 

3 selectiva. Estos enzimas relacionados pue- 

den per la misma subunidad E, porque el sustrato 

de E, —un lipoato reducido- es el mimo para ambos 
complejos. 


O Conversión del succinil-CoA en succinato El succi- 
nil-CoA, al igual que el acetil-CoA, tiene un enlace tioés- 
ter con una energía libre estándar de hidrólisis altamen- 
te negativa (AG? = — 36 kJ/mol). En el paso siguiente 
del ciclo del ácido cítrico, la energía liberada en la 
rotura de este enlace se utiliza para promover la síntesis 


Complejo de la piruvato Ciclo del Oxidación de isoleucina 
deshidrogenasa ácido cítrico (leucina, vatina) 
CH3 
“DOC—CH, CH¿—CH, 
Piruvato a-Cetoglutarato a-Cetoácido 
de la isoleucina 
HS-CoA HS-CoA 
NAD* NAD? 
CO, CO, CO» NADH 
O O CH3 
/ i 4 p? 2 
CHE OOC—CH,—CH,—C CH3 CH),—CH—=C 
S-CoA S-CoA S-CoA 
Acetil-CoA Succinil-CoA ar-Metilbutirii-CoA 


FIGURA 16-12 Un mecanismo conservado de la descarboxilación 
oxidativa. Las rutas mostradas emplean los mismos cinco cofactores 
(tiamina pirofosfato, coenzima A, lipoato, FAD y NAD”), complejos enzi- 
máticos muy similares y el mismo mecanismo enzimático para llevar a 
cabo la descarboxilación oxidativa del piruvato (por el complejo de la 


piruvato deshidrogenasa), el a-cetoglutarato (en el ciclo del ácido 
citrico) y el esqueleto carbonado de los tres aminoácidos ramificados 
isoleucina (mostrado aquí), leucina y valina. Una cuarta reacción, catali- 
zada por la glicina descarboxilasa transcurre mediante un mecanismo 
muy parecido (véase la Fig. 20-49). 
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Sintasas y sintetasas; ligasas y liasas; quinasas, fosfatasas y fosforilasas: 


sí, ¡una nomenclatura confusa! 


La citrato sintasa es uno de los muchos enzimas que 
catalizan reacciones de condensación, dando un pro- 
ducto más complejo desde el punto de vista químico 
que sus precursores. Las sintasas catalizan reaccio- 
| nes de condensación en las que no se requiera nin- 
gún nucleósido trifosfato (ATP, GTP, etc.) como 
| fuente energética. Las sintetasas catalizan conden- 
saciones que sí utilizan ATP u otro nucleósido trifos- 
fato como fuente de energía para la reacción de sín- 
tesis. La succinil-CoA sintetasa es un ejemplo de 
| estos enzimas. Las ligasas (del latin ligare, “unir”) 
son enzimas que catalizan reacciones de condensa- 
ción en las que dos átomos son unidos utilizando la 
energía del ATP u otra fuente energética. (Así pues, 
las sintetasas son ligasas). La DNA ligasa, por ejem- 
plo, une los cortes que encuentra en moléculas de 
DNA con la energia proporcionada por el ATP o el 


| NAD*; es ampliamente utilizada en la unión de frag- 


| mentos de DNA en ingeniería genética. Las ligasas no 

| deben ser confundidas con las liasas, que catalizan 
roturas (o en el sentido inverso, adiciones) en las que 
tienen lugar reordenamientos electrónicos. El com- 
plejo de la PDH, que escinde oxidativamente CO, a 
partir de piruvato, es un miembro de esta gran fami- 

| lia de enzimas. 

| 


trifosfato tal como el ATP a una mol aceptorá = 


un azúcar (como en la hexoquinasa y en la glucoqui- 


nasa), una proteína (como en la glucogéno fosforilasa 
quinasa), otro nucleótido (como en la nucleósido 
difosfato quirrasa), o un intermediario metabólico tal 
como el oxalacetato (en la PEP carboxiquinasa). La 
reacción catalizada por una quinasa es una fosforila- 
ción. Por otro lado, la fosforólisis es una reacción de 
desplazamiento en la que el fosfato es la especie 
atacante que se une covalentemente al punto de 
rotura de enlace. Estas reacciones estan catalizadas 
:ı por fosforilasas. La glucógeno fosforilasa, por ejem- 
| plo, cataliza la fosforólisis del glucógeno, producien- 

do glucosa 1-fosfato. La desfosforilación, elimina- 
| ción de un grupo fosforilo de un éster fosfato en la 
| 


de un enlace fosfoanhídrido del GTP o del ATP con una 
AG” neta de sólo -2,9 kJ/mol. En el proceso se forma 
succinato: 


CH), CCOO” coo- 
GDP + P; GTP CoA-SH j 
CH, qa 
“us succinil-CoA Ha 
sintetasa Coo- 
Succinil-CoA Succinato 


AG'” = —2,9 kJ/mol 


El enzima que cataliza esta reacción reversible se cono- 
ce como succinil-CoA sintetasa o succínico tioqui- 


El nombre quinasa se apli enzim 
transfieren un grupo fosforilo co fa ATR 


que el agua es la especie atacante, está catalizada por 
fosfatasas. La fructosa bisfosfatasa-1 convierte la 
fructosa 1,6-bisfosfato en fructosa 6-fosfato en la 
gluconeogénesis, y la fosforilasa a fosfatasa elimina 
grupos fosforilo de las fosfoserinas de la glucógeno 
fosforilasa fosforilada. ¡Guau! 

Desgraciadamente, estas descripciones de las 
clases de enzimas se solapan y muchos son denomina- 
dos por dos o más nombres. La succinil-CoA sinteta- 
sa, por ejemplo, es conocida también como succinato 
tioquinasa; el enzima es una sintetasa en el ciclo del 
ácido cítrico y una quinasa cuando actúa en la direc- 
ción de la síntesis de suecinil-CoA. Esto origina una 
nueva fuente de confusión en la nomenclatura de los 
enzimas. Un enzima puede haber sido descubierto 
gracias a un ensayo enzimático en el que, por ejemplo, 
A se convierte en B. El enzima recibe entonces un 
nombre por dicha reacción. Sin embargo, se puede 
llegar a demostrar en trabajos posteriores que en la 
célula el enzima actúa mayoritariamente convirtiendo 
B en A. Normalmente, continúa utilizándose el nom- 
bre inicial aún cuando el papel metabólico del enzima ' 
estaría mejor descrito si lo llamáramos en virtud de la 
reacción opuesta. El enzima glucolítico piruvato qui- 
nasa ilustra esta situacion. Para un principiante en el 
campo de la bioquímica, esta duplicación de la 
atura puede ser desconcertante. Comités 
internacionales han hecho esfuerzos heroicos para 
sistematizar la nomenclatura enzimática (véase la 
Tabla 6-3 para un breve resumen del sistema), pero 
algunos nombres sistemáticos han demostrado ser 
demasiado largos, de dificil manejo y de uso no muy 
frecuente en conversaciones bioquímicas. 

Hemos intentado a lo largo de este libro utilizar 
para cada enzima el nombre más frecuentemente 
utilizado entre los bioquímicos y señalar aquellos 
casos en los que recibe más de un nombre común. 
Para información más actualizada sobre la nomen- 
clatura enzimática diríjase a las recomendaciones 
de The Nomenclature Committee of the Internatio- 
nal Union of Biochemistry and Molecular Biology 
(www.chem.qmw.ac.uk/iubmb/nomenclature/). 


nasa; ambos nombres indican la participación de un 
nucleósido trifosfato en la reacción (Recuadro 16-2). 
Esta reacción conservadora de energía presenta un 
paso intermedio en el que la misma molécula de enzima 
queda fosforilada en un residuo His en el sitio activo 
(Fig. 16-13a). Este grupo fosforilo, que posee un eleva- 
do potencial de transferencia de grupo, es transferido a 
ADP (o GDP) para formar ATP (o GTP). Las células 
animales tienen dos isozimas de la succinil-CoA sinteta- 
sa, uno específico para ADP, y otro para GDP. El enzima 
tiene dos subunidades, œ (M, 32.000), que contiene el 
residuo @}His (His*%) y el sitio de unión para el CoA, y 
la 6 (M, 42.000), que confiere especificidad por ADP o 
GDP. El sitio activo se halla en la interfase entre subuni- 
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dades. La estructura cristalina de la succinil-CoA sinte- 
tasa revela la presencia de dos “hélices motoras” (una en 
cada subunidad), orientadas de manera que sus dipolos 
eléctricos exponen cargas positivas parciales cerca de la 
(His cargada negativamente (Fig. 16-13b), estabili- 
zando el intermedio fosfoenzimático. (Recuerde el papel 
similar de los dipolos de hélice al estabilizar los iones K* 
en el canal de K”; véase la Fig 11-45). 

La formación de ATP (o GTP) a expensas de la ener- 
gía liberada por la descarboxilación oxidativa del a-ceto- 
glutarato es una fosforilación a nivel de sustrato, como la 
síntesis de ATP en las reacciones glucolfticas catalizadas 
por la fosfoglicerato quinasa y la piruvato quinasa (véase 
la Fig. 14-2). El GTP formado por la succinil-CoA sinteta- 
sa puede donar su grupo fosfato terminal al ADP para 
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formar ATP, en una reacción reversible catalizada por la 
nucleósido difosfato quinasa: 


GTP + ADP ==> GDP + ATP AG” = 0 kJ/mol 
Así, el resultado neto de la actividad de los dos isozimas 
de la succinil-CoA sintetasa es la conservación de la ener- 
gía en forma de ATP. No hay ninguna variación de energía 
libre en la reacción de la nucleósido difosfato quinasa; el 
ATP y el GTP son energéticamente equivalentes. 


@ Oxidación del succinato a fumarato El succinato for- 
mado a partir de succinil-CoA se oxida a fumarato por 
la flavoproteína succinato deshidrogenasa: 


coo” 
a FAD FADH> Ho 00” 
HC 
| |l 
H-Cc—H succinato B AN 
l 00- deshidrogenasa Qoc H 
Succinato Fumarato 
AG" = O kJ/mol 


En eucariotas, la succinato deshidrogenasa es una pro- 
teína integral de la membrana mitocondrial interna; en 
bacterias, a la membrana plasmática. El enzima contie- 
ne tres agrupaciones de hierro-azufre diferentes y una 
molécula de FAD unida covalentemente (véase la Fig. 
19-9). Los electrones pasan desde el succinato a través 
del FAD y los centros ferro-sulfurados antes de entrar 
la cadena de transportadores electrónicos en la 
ondrial interna (la membrana plasmáti- 
en bacterias). El flujo de electrones a través de estos 
transportadores desde el succinato hasta el aceptor 
final, el O,, está acoplado a la síntesis de aproximada- 
mente 1,5 moléculas de ATP por par de electrones (fos- 
forilación ligada a la respiración). El malonato, un aná- 
logo del succinato que no se encuentra normalmente en 
las células, es un fuerte inhibidor competitivo de la 
succinato deshidrogenasa y por lo tanto su adición a la 
mitocondria bloquea el ciclo del ácido cítrico. 
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FIGURA 16-13 Reacción de la succinil-CoA sintetasa. (a) En el paso 
O un grupo fostorilo sustituye al CoA del succinil-CoA unido al enzima, 
formando un acil fosfato de alta energía. En el paso 8) el succinil fosfato 
dona su grupo fosforilo a un residuo His del enzima, formando un fosfo- 
histidil enzima de elevada energía. En el paso @ el grupo fosforilo se 
transfiere desde el residuo His al fosfato terminal del GDP (o ADP), for- 
mando GTP (o ATP). (b) Sitio activo de la succinil-CoA sintetasa de E 
coli (de PDB ID 15CU). El sitio activo incluye parte de las subunidades a 
(azub) y 8 (marrón). Las hélices motoras (azul, marrón) sitúan las cargas 
positivas parciales del dipolo helicoidal cerca del grupo fosfato de (P)- 
His? de la cadena a, estabilizando el fosfohistidil enzima. Los enzimas 
bacteriano y de mamíferos presentan secuencias de aminoácidos y 
estructuras tridimensionales parecidas. [Fuente: Obtenido de PDB ID 
15CU, W. T. Wolodko et af., / Biol Chem, 269:10.883, 1994. ] 


@ Hidratación del fumarato a malato La hidratación 
reversible del fumarato a 1-malato está catalizada 
por la famarasa (formalmente fumarato hidrata- 
sa). El estado de transición en esta reacción es un 
carbanión: 


Estado de 
transición carbanión 


Fumarato 


H* 
tamarasa 


1-Malato 
AG'? = —23,8kJ/mol 


Este enzima es altamente estereoespecífico; cataliza la 
hidratación del doble enlace en trans del fumarato, 
pero no el doble enlace en cis del maleato . En la direc- 
ción inversa (de L-malato a fumarato), la fumarasa es 
igualmente estereoespecífica: el p-malato no es un sus- 
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© Oxidación del malato a oxalacetato En la última reac- 
ción del ciclo del ácido cítrico, la .-malato deshidro- 
genasa cataliza la oxidación del L-malato a oxalacetato, 
acoplada a la reducción del NAD* a NADH: 


(OO nap? nao + HE m 
HO—C—H oe 
CH CH, 
-malato 
CCOO deshidrogenasa coo” 
¡-Malato Oxalacetato 


AG” = —29,7 kJ/mol 


El equilibrio de esta reacción se encuentra muy despla- 
zado hacia la izquierda en condiciones termodinámicas 
estándar, pero en células intactas el oxalacetato es eli- 
minado continuamente por la reacción altamente exer- 
gónica de la citrato sintasa (paso @ de la Fig. 16-7). 
Esto mantiene la concentración intracelular de oxalace- 
tato extremadamente baja (<10* m), lo que empuja la 
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reacción de la malato deshidrogenasa hacia la formación 
de oxalacetato. 

Aunque las reacciones individuales del ciclo del ácido 
cítrico fueron deducidas inicialmente in vitro utilizando 
tejido muscular desmenuzado, la vía y su regulación han 
sido también estudiadas extensamente in vivo . Utilizan- 
do precursores marcados radiactivamente con **C, los 
investigadores han trazado el destino de los átomos de 
carbono individuales a través del ciclo del ácido cítrico. 
Algunos de los primeros experimentos con **C produje- 
ron, sin embargo, un resultado inesperado y conllevaron 
una considerable controversia sobre la vía y el mecanis- 
mo del ciclo del ácido cítrico. De hecho estos experi- 
mentos parecían confirmar al principio que el citrato no 
era el primer ácido tricarboxílico formado. El recuadro 
16-3 da algunos detalles sobre este episodio en la histo- 
ria de la investigación del ciclo del ácido cítrico. El flujo 
metabólico a través del ciclo puede ser ahora seguido en 
tejido vivo utilizando precursores marcados con el 
isótopo *C, y espectroscopia RMN del tejido entero. 
Debido a que la señal de RMN es única para el compues- 
to que contiene *C , los bioquímicos pueden seguir el 
movimiento de los átomos de carbono precursores hasta 
cada intermediario del ciclo, y hasta los compuestos 
derivados de estos intermediarios. Es una técnica muy 
prometedora para el estudio de la regulación del ácido 
cítrico y sus interconexiones con otras vias metabólicas 
tales como la glucólisis. 


La energía de las oxidaciones del ciclo se conserva 


Momente 

emos cubierto hasta ahora una vuelta completa al 
ciclo del ácido cítrico (Fig. 16-14). Un grupo acetilo de 
dos átomos de carbono entró en el ciclo combinándose 
con el oxalacetato. Dos átomos de carbono salieron del 
ciclo como CO, debido a la oxidación del isocitrato y el 
a-cetoglutarato. La energía liberada en estas oxidacio- 
nes se conservó reduciendo tres NAD” y un FAD, y la 
producción de un ATP o GTP. Al final del ciclo se rege- 
neró una molécula de oxalacetato. Obsérvese que los 
dos átomos de carbono que aparecen como CO, no son 
los mismos átomos de carbono que entraron en forma 
de grupo acetilo; se precisan más vueltas alrededor del 
ciclo para liberar estos átomos de carbono como CO, 
(Fig. 16-7). 

A pesar de que el ciclo del ácido cítrico en sí genera 
directamente sólo un ATP por vuelta (en la conversión 
de succinil-CoA a succinato), los cuatro pasos de oxida- 
ción en el ciclo proporcionan un gran flujo de electrones 
hacia la cadena respiratoria vía NADH y FADH, y así 
posibilita la formación de un gran número de moléculas 
de ATP durante la fosforilación oxidativa. 

En el capítulo 14 vimos que la producción de dos 
moléculas de piruvato a partir de una molécula de glu- 
cosa en la glucólisis rinde 2 ATP y 2 NADH. En la fosfo- 
rilación oxidativa (Capítulo 19), el paso de dos electro- 
nes desde el NADH al O, conduce a la formación de 
unos 2,5 ATP, y el paso de dos electrones desde el 
FADH, al O, rinde alrededor de 1,5 ATP. Esta estequio- 
metría nos permite calcular el rendimiento global de 
ATP en la oxidación completa de la glucosa. Cuando 
ambas moléculas de piruvato se oxidan a seis CO, vía el 
complejo de la piruvato deshidrogenasa y el ciclo del 
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RECUADRO 16-3 


El ciclo del ácido cítrico 


Hace ahora unos 60 años, se pudo obtener compues- 
tos enriquecidos con el isótopo pesado del carbono 
C y con los isótopos radiactivos C y 14C. Fue a 
partir de ese momento que se emplearon para reali- 
zar el seguimiento de los átomos de carbono a lo 
largo del ciclo del ácido cítrico. Uno de los experi- 
mentos llevados a cabo, inició la controversia acerca 
del papel del citrato. Se incubó aeróbicamente aceta- 
to, cuyo grupo carboxilo había sido marcado radiacti- 
vamente (designado como [1-**C] acetato), con un 
preparado de tejido animal. El acetato se convierte 
enzimáticamente en acetil-CoA en tejidos animales, y 
el camino recorrido dentro del ciclo por el carbono 
carboxílico marcado del grupo acetilo, pudo ser 
seguido en las reacciones del ciclo. Se aisló œ-ceto- 
glutarato del tejido después de la incubación y a 
continuación se degradó a partir de reacciones quí- 
micas conocidas con tal de establecer la posición (o 
posiciones) del carbono isotópico. 

A partir de la condensación de oxalacetato no mar- 
cado, con acetato cuyo grupo carboxílico está marcado 
cabría esperar obtener citrato marcado en uno de los 
dos grupos carboxilo primarios. La molécula de citrato 
es simétrica, con sus dos grupos carboxílicos termina- 
les químicamente indistinguibles. Así pues, se esperaba 
que la mitad de la moléculas de citrato marcadas aca- 
baran dando «a-cetoglutarato marcado en el grupo 
o-carboxílico y que la otra mitad diera 1 -Ceto- 
glutarato marcado en el grupo g-carboxílic (at, 


Citrato: una molécula simetrica que reacciona asimetricamente 


que el a-cetoglutarato formado debería ser una mezcla 
de los dos tipos de moléculas marcadas (Fig.1, rutas () 
y @). Contrariamente a lo esperado, el a-cetoglutara- 
to aislado de la suspensión de tejido contenía **C úni- 
camente en el grupo g-carboxílico (Fig.1, vía @). Los 
investigadores concluyeron que el citrato (o cualquier 
otra molécula simétrica) no podía ser un intermediario 
en la vía metabólica que transfoma acetato en a-ceto- 
glutarato, antes bien, un ácido tricarboxílico asimétri- 
co, probablemente cis-aconitato o isocitrato, debía ser 
el primer producto formado a partir de la condensación 
de acetato con oxalacetato. 

Sin embargo, en 1948 Alexander Ogston señaló 
que a pesar de que el citrato no posee ningún centro 
quiral (véase la Fig. 1-21), tiene el potencial para 
reaccionar asimétricamente si el enzima con el que 
interacciona presenta un sitio activo asimétrico. 
Sugirió que el sitio activo de la aconitasa tendría tres 
piumtos de anclaje por los que la molécula de citrato 
quedaría unida y que el citrato ha de experimentar 
una unión específica a estos sitios de unión. Como se 
ve en la Figura 2, la unión del citrato a esos tres pun- 
tos de anclaje sólo podría darse de una única manera, 
y esto explicaría la obtención de un solo tipo de 
a-cetoglutarato marcado. Moléculas orgánicas tales 
como el citrato que no presentan un centro quiral 
ero que son potencialmente capaces de reaccionar 

étricamente con un sitio activo asimétrico se 
almente moléculas proquirales. 
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se formó. 
Esta anlara Este enlace se 
" puede puede colocar 
Tua Enlace T eina ami i correctamente por 
C sensible C cormectamanta C lo que es atacado. 
HO” į œCH,coo~ a r- por lo queno X [>Z 
coo” Y esatacado. “| Y | 
(a) (b) El sitio activo tiene 


FIGURA 2 Naturaleza proquiral del citrato. (a) Estructura del 
citrato; (b) representación esquemática del citrato: X = —OH; Y = 
—CO0O0”; Z = —CH,COO. (c) Encaje complementario correcto del 
citrato en el sitio activo de la aconitasa. Sólo existe una manera en la 


(c) 


puntos de unión 
complementarios, 


que los tres grupos especificados del citrato pueden encajar en los 
tres puntos del sitio de unión. De este modo sólo uno de los dos gru- 
pos —CH,COO- está unido a la aconitasa. 
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Estequiometría de la reducción de coenzimas y de formación de ATP 
en la oxidación aeróbica de la glucosa vía glucólisis, reacción del complejo 


de la piruvato deshidrogenasa 


| 
Darras 
| Glucosa — glucosa 6-fosfato 


Fructosa 6-fosfato — fructosa 1,6-bisfosfato 
| 2 Gliceraldehído 3-fosfato — 2 1,9-bisfosfoglicerato 
¡ 2 1,3-Bisfosfoglicerato — 2 3-fosfoglicerato 
2 Fosfoenolpiruvato — 2 piruvato 

2 Piruvato — 2 acetil-CoA 

2 Isocitrato — 2 a-cetoglutarato 

2 a-Cetoglutarato — 2 succinil-CoA 

2 Suecinil-CoA — 2 succinato 

2 Succinato — 2 fumarato 

2 Malato — 2 oxalacetato 

Total 


cicio del ácido cítrico y fos forilaciór roxidativa 
Número de ATP o coenzima reducido Número de ATP 

formado directamente finalmente formado’ 

-] ATP —1 

—1 ATP —1 

2 NADH 3 or 5* 

2 ATP 2 

2 ATP 2 

2 NADH 5 

2 NADH 5 

2 NADH 5 

2 ATP (o 2 GTP) 2 

2 FADH, 3 

2 NADH 5 

30-32 


2Se calcula la obtención de 2,5 ATP por NADH y 1,5 ATP por FADH2. Un valor negativo indica consumo, 
"Este número es 3 ó 5 según el mecanismo utilizado para lanzar equivalentes de NADH desde el citosol a la matriz mitocondrial; véase las Figuras 


19-30 y 19-31. 


ácido cítrico, y se transfieren los electrones al O, vía 
fosforilación oxidativa, se obtienen hasta 32 al por 


bles de la oxidación completa de la glucosa . Estos cál- 
culos utilizan las variaciones de energía libre estándar; 
cuando se corrige por la energía libre real necesaria 
para sintetizar ATP dentro de las células (véase el 
Ejemplo práctico 13-2,), la eficiencia calculada para el 
proceso es cercana al 65%. 
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N 
Oxalacetato N 
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FIGURA 16-14 Productos de una vueita del ciclo del ácido cítrico. En 
cada vuelta del ciclo se liberan tres móleculas de NADH, una de FADH, 
una de GTP (o ATP) y se eliminan dos CO, en reacciones de descarboxi- 
lación oxidativa. Aquí y en diversas figuras siguientes, todas las reaccio- 
nes del ciclo se muestran como si se diesen sólo en una dirección, pero 
hay que recordar que la mayoría de reacciones son reversibles (véase la 
Fig. 16-7). 


PON va 


¿Por qué es tan complicada la oxidación del acetato? 


El proceso cíclico de ocho pasos para la oxidación de 
acetilo simples de dos átomos de carbono a CO, 

er innecesariamente complicado y no en 
consonancia con el principio biológico de máxima eco- 
nomía. Sin embargo, el papel del ciclo del ácido cítrico 
no está confinado a la oxidación del acetato. Esta vía 
metabólica constituye el centro del metabolismo inter- 
mediario. Productos finales de cuatro y cinco átomos de 
carbono procedentes de muchos procesos catabólicos 
alimentan el ciclo y sirven como combustibles. El oxala- 
cetato y el a-cetoglutarato, por ejemplo, se producen a 
partir de aspartato y glutamato, respectivamente, 
durante la degradación de las proteínas. Bajo ciertas 
circunstancias metabólicas, los intermediarios son reti- 
rados del ciclo para ser utilizados como precursores en 
una multitud de vías biosintéticas. 

El ciclo del ácido cítrico, como todas las otras vías 
metabólicas, es producto de la evolución, y gran parte 
de esta evolución tuvo lugar antes de la aparición de 
organismos aeróbicos. No representa necesariamente la 
vía más corta desde el acetato a CO,, pero es la vía que, 
a través del tiempo, ha conferido las mayores ventajas 
selectivas. Los anaerobios primitivos utilizaron muy 
probablemente algunas de las reacciones del ciclo del 
ácido cítrico en procesos biosintéticos lineales. De 
hecho, algunos microorganismos aneróbicos modernos 
usan un ciclo del ácido cítrico incompleto como fuente, 
no de energía, sino de precursores biosintéticos 
(Fig. 16-15). Estos organismos utilizan las tres prime- 
ras reacciones del ciclo para sintetizar a-cetoglutarato 
pero, al carecer de a-cetoglutarato deshidrogenasa, no 
pueden llevar a cabo el conjunto completo de reaccio- 
nes del ciclo del ácido cítrico. Poseen los cuatro enzi- 
mas que catalizan la conversión reversible de oxalaceta- 


to en succinil-CoA, y pueden sintetizar malato, fumara- 
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FIGURA 16-15 Precursores biosintéticos producidos en un cicio del 
ácido cítrico incompleto en bacterias anaeróbicas. Estos anaerobios 
carecen de a-cetoglutarato deshidrogenasa por lo que no pueden com- 
pletar el ciclo del ácido cítrico. El a-cetoglutarato y el succinil-CoA sir- 
ven de precursores en una gran variedad de rutas biosintéticas. (Véase 
la Fig. 16-14 para la dirección “normai * de estas reacciones en el ciclo 
del ácido cítrico). 


to, succinato y succinil-CoA a partir de oxalacetato en 


un sentido inverso a la dirección “normal” tiva) 
de flujo a través ciclo. Esta ruta es una fe j 
con el NADH producido en la oxidación del to 


reciclado a NAD* mediante la reducción del oxalaceta- 
to a succmato. 

Con la evolución de las cianobacterias que produ- 
cían O, a partir de agua, la atmósfera de la tierra se 
transformó en aeróbica y los organismos estuvieron bajo 
una presión selectiva para desarrollar un metabolismo 
aeróbico que, como hemos visto, es mucho más eficien- 
te que la fermentación anaeróbica. 


Los componentes del ciclo del ácido cítrico son 
importantes intermediarios biosintéticos 


En organismos aeróbicos, el ciclo del ácido cítrico es 
una ruta anfibólica, es decir que sirve tanto para pro- 
cesos anabólicos como catabólicos. Aparte de su papel 
en el catabolismo oxidativo de glúcidos, ácidos grasos y 
aminoácidos, el ciclo proporciona precursores para 
muchas vías biosintéticas (Fig. 16-16), a través de 
reacciones que cumplían el mismo propósito en nues- 
tros antepasados anaeróbicos. El a-cetoglutarato y el 
oxalacetato pueden, por ejemplo, servir como precurso- 
res de los aminoácidos aspartato y glutamato por simple 
transaminación (Capítulo 22). A través del aspartato y 
glutamato, los átomos de carbono del oxalacetato y del 
a-cetoglutarato se utilizan entonces para sintetizar 
otros aminoácidos así como nucleótidos de purina y 
pirimidina. El succinil-CoA es un intermediario central 
en la síntesis del anillo de porfirina de los grupos hemo, 
que actúan como transportadores de oxígeno (en la 
hemoglobina y mioglobma) y de transportadores de 
electrones (en los citocromos) (véase la Fig. 22-25). El 


oxalacetato se convierte en glucosa mediante la gluco- 
neogénesis (véase la Fig 15-13). 

Dado que los átomos de carbono de las moléculas 
de acetato que entran en el ciclo del ácido cítrico apa- 
recen ocho pasos más adelante en el oxalacetato, podría 
parecer que el ciclo podría generar oxalacetato a partir 
del acetato y, a continuación, se podría utilizar el oxala- 
cetato para sintetizar glucosa. Sin embargo, la estequio- 
metría del cicio del ácido cítrico muestra que no hay 
conversión neta de acetato en oxalacetato; por cada dos 
carbonos que entran en el ciclo en forma de acetil-CoA, 
dos lo dejan en forma de CO,. En muchos organismos no 
vertebrados, y en todas las plantas vasculares, otra 
secuencia de reacciones, el cielo del glioxilato, actúa 
como mecanismo para convertir acetato en glúcido. El 
ciclo del glioxilato convierte dos moléculas de acetato 
en una de oxalacetato mediante una variante del ciclo 
del ácido cítrico en la que eluden los dos pasos de des- 
carboxilación (véase la Fig. 20-55). Así. las plantas y 
muchos organismos sencillos pueden sintetizar glucosa 
a partir de ácidos grasos, cosa que no pueden hacer los 
vertebrados. 


Las reacciones anapleróticas reponen los intermediarios 
del ciclo del ácido cítrico 


A medida que los intermediarios del ciclo del ácido cítri- 
co son retirados para servir como precursores biosinté- 
ticos, son repuestos mediante reacciones anapleróti- 
cas (Fig. 16-16; Tabla 16-2). En circunstancias norma- 
, las reacciones por las que intermediarios del ciclo se 
ras vías y aquéllas que permiten repo- 
erlos se encuentran en equilibrio dinámico. Así pues, 
las concentraciones de los intermediarios del ciclo del 
ácido cítrico permanecen prácticamente constantes. 

La tabla 16-2 muestra las reacciones anapleróticas 
más comunes; todas ellas convierten piruvato o fosfoe- 
nolpiruvato en oxalacetato o malato en diversos tejidos 
y organismos. La reacción anaplerótica más importante 
en hígado y riñon de mamiferos es la carboxilación 
reversible del piruvato por el CO, para formar oxalace- 
tato, catalizada por la piruvato carboxilasa. Cuando 
el ciclo del ácido cítrico carece de oxalacetato o de 
algún otro intermediario, se carboxila piruvato para 
producir más oxalacetato. La adición enzimática de un 
grupo carboxilo al piruvato requiere energía, que es 
aportada por el ATP; la energía libre necesaria para adi- 
cionar un grupo carboxilo al piruvato es aproximada- 
mente igual a la energía libre disponible en el ATP. 

La piruvato carboxilasa es un enzima regulador y se 
encuentra prácticamente inactivo en ausencia de ace- 
til-CoA, su modulador alostérico positivo. Siempre que 
el acetil-CoA, el combustible del ciclo del ácido cítrico, 
está presente en exceso, se estimula la reacción de la 
piruvato carboxilasa para producir más oxalacetato, lo 
que permite que el ciclo utilice más acetil-CoA en la 
reacción de la citrato sintasa. 

Las otras reacciones anapleróticas mostradas en la 
Tabla 16-2 están también reguladas para mantener el 
nivel de intermediarios suficientemente elevado como 
para sostener la actividad del ciclo del ácido cítrico. La 
fosfoenolpiruvato (PEP) carboxilasa, por ejeruplo, es 
activada por el intermediario glucolítico fructosa 1,6-bis- 
fosfato, que se acumula cuando el ciclo del ácido cítrico 


e 


Fosfoenolpiruvato (PEP) 


FIGURA 16-16 Papel del ciclo del ácido citrico en el anabolismo. Se 
extraen intermediarios del ciclo del ácido cítrico como precursores en 
muchas rutas biosintéticas. En rojo se muestra ro reaccio 


opera demasiado lentamente para poder procesar el 
piruvato generado en la glucólisis. 


La biotina de la piruvato carboxilasa transporta 

grupos CO, 

La reacción de la piruvato carboxilasa requiere la pre- 
sencia de la vitamina biotina (Fig. 16-17), que actúa 
como grupo prostético del enzima. La biotina juega un 
papel clave en muchas reacciones de carboxilación. Es 
un transportador especializado de grupos monocarbo- 
nados en su forma más oxidada: CO,. (La transferencia 
de grupos monocarbonados en formas más reducidas la 
llevan a cabo otros cofactores, especialmente el tetrahi- 
drofolato y la S-adenosilmetionina, tal como se describe 
en el Capítulo 18.) Los grupos carboxilo son activados 
en una reacción que consume ATP y une CO, a la bioti- 
na ligada al enzima. Este CO, “activado” se transfiere 
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Piruvato 


Citrato 


pleróticas que rellenan los los intermediarios del ciclo que se han ago- 


tado (véase la Tabla 16-2) 


Craton 


entonces a un aceptor (piruvato en este caso) en una 
reacción de carboxilación. 

La piruvato carboxilasa se compone de cuatro subu- 
nidades idénticas, cada una de las cuales contiene una 
molécula de biotina unida covalentemente a través de 
un enlace amida al grupo -amino de un residuo Lys 
específico en el sitio activo del enzima. La carboxilación 
del piruvato tiene lugar en dos pasos (Fig. 16-17): pri- 
mero, un grupo carboxilo procedente del HCO% se une 
a la biotina y a continuación el grupo carboxilo se trans- 
fiere al piruvato para formar oxalacetato. Estos dos 
pasos tienen lugar en sitios activos diferentes; el brazo 
largo y flexible de la biotina transfiere grupos carboxilo 
activados desde el primer sitio activo (en un monómero 
del tetrámero) al segundo (en el monómero adyacente), 
actuando de un modo muy similar al del largo brazo 
lipoil-lisina de E, en el complejo de la PDH (Fig. 16-6) y 
al largo brazo de la porción tipo CoA de la proteína por- 


TABLA 16-2 Reacciones anaplerótica: 

Reacción Tejido(s)/organismo(s) 
| Piruvato + HCO; + ATP Hs, oxalacetato + ADP + P, Hígado, riñón | 
| Fosfoenolpiruvato + CO, + GDP “===> oxalacetato + GTP Corazón, músculo esquelético | 
| Fosfoenolpiruvato + HCO, ad oxalacetato + P, Plantas superiores, levaduras, bacterias | 


Piruvato + HCO, + NAD(P)H === malato + NAD(P)* 


Ampliamente distribuido en eucariotas 
y bacterias | 
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tadora de acilos que interviene en la síntesis de ácidos 
grasos (véase la Fig. 21-5); en la Figura 16-18 se com- 
paran estos tres brazos Tanto el lipoato como la biotina 
y el pantotenato entran en las células mediante el 
mismo transportador; los tres se unen de manera cova- 
lente a las proteínas mediante reacciones similares y los 
tres proporcionan un anclaje flexible que permite que 
los intermedios de reacción unidos se transporten de un 
sitio activo a otro dentro de un complejo enzimático sin 
disociarse del mismo; todos ellos participan, pues, en la 
canalización de sustratos. 

La biotina es una vitamina necesaria en la dieta 
humana; es abundante en muchos alimentos y es sinte- 
tizada por bacterias intestinales. La carencia de biotina 
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MECANISMO FIGURA 16-17 Papel de la biotina en la reacción cata- 
lizada por la piruvato carboxilasa. La biotina se une al enzima a través 
de un enlace amida con el grupo e-amino de un residuo Lys, formando 
un biotinil-enzima. Las reacciones de carboxilación en las que interviene 
la biotina transcurren en dos fases, generalmente catalizadas por sitios 
activos diferentes del enzima tal como se da por ejemplo en la reacción 
de la piruvato carboxilasa. En la primera fase (pasos @ a @), e! bicar- 
bonato se convierte en CO, que es más activo y que se utiliza a conti- 
nuación para carboxilar la biotina. La biotina actúa como portador de 
CO, para transportarlo desde un sitio activo a otro en un monómero 
adyacente del enzima tetramérico (paso O) En la segunda fase de la 
reacción (pasos @ a Y), catalizada en este segundo sitio activo, el CO, 
reacciona con el piruvato formando oxalacetato. 
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es rara, pero puede aparecer a veces cuando se consu- 
men grandes cantidades de huevos crudos. La clara de 
huevo contiene una gran cantidad de la proteína avidi- 
na (M_ 70.000), que se une muy fuertemente a la biotina 
e impide su absorción por el intestino. La avidina de la 
clara de huevo puede actuar como un mecanismo de 
defensa para el embrión potencial de pollo al inhibir el 
crecimiento bacteriano. Cuando se hierven los huevos, 
la avidina se desnaturaliza (y por tanto se inactiva) 
junto con el resto de proteínas de la clara de huevo. La 
avidina purificada es un reactivo útil en bioquímica y en 
biología celular. Una proteína que contenga biotina 
unida de forma covalente (obtenida experimentalmente 
o producida in vivo) puede ser recuperada mediante 


Lys i 
Carboxibiotinil-enzima 


Piruvato 
A, 
F ` o A 
NH ro 
Lys ` Lys ' 


cromatografía de afinidad (véase la Fig. 3-17c) debido a 
la fuerte afinidad entre la biotina y la avidina. A conti- 
nuación se eluye la proteína de la columna con un exce- 
so de biotina libre. La elevadísima afinidad de la biotina 
por la avidina también se utiliza en el laboratorio en 
forma de adhesivo o pega molecular que puede mante- 
ner juntas dos estructuras (véase la Fig. 19-27). 


RESUMEN 16.2 Reacciones del ciclo del ácido cítrico 


E El ciclo del ácido cítrico (ciclo de Krebs, ciclo TCA) 
es una ruta catabólica central casi universal en la que 
compuestos producidos en la degradación de glúcidos, 
grasas y proteínas se oxidan a CO, y en el que la mayor 
parte de la energía de oxidación se conserva temporal- 
mente en los transportadores electrónicos FADH, y 
NADH. Durante el metabolismo aeróbico estos electro- 
nes se transfieren al O, mientras que la energía del flujo 
electrónico se retiene en forma de ATP. | 

M El acetil-CoA entra en el ciclo del ácido cítrico (en 
las mitocondrias de eucariotas y en el citosol de bacte- 
rias) cuando la citrato sintasa cataliza su condensación 
con oxalacetato para formar citrato. 

E En siete reacciones secuenciales, entre las que se 
incluyen dos descarboxilaciones, el ciclo del ácido cítri- 
co convierte el citrato en oxalacetato y libera dos CO,, 
La ruta es cíclica ya que no se utilizan los intermediarios 
del ciclo; se produce un oxalacetato por cada uno con- 
sumido. 

E Por cada acetil-CoA oxidado por el ciclo del ácido 
cítrico, la ganancia energética consiste 
las de NADH, una de FADH, y un nu 
(ATP o GTP). 

E Además del acetil-CoA cualquier compuesto que 
produzca un intermediario del ciclo de cuatro o cinco 


_ Lipoato 
f A Il 
O H a Dihidrolipoil 
à i C - transacetilasa 
e Bo 
Residuo Lys kn 
Biotina 
10) 
NH a 
O y ON 
ll HA Piruvate 
Y Ds N` 7 a > 5 las ] 
$ 
Residuo Lys 
f-Mercapto- 
etilamina Pantotenato 


CA 
O Gh cm ' O 


Il 
AAA E 
3 N > yA y | 
H OH o” 
A 
s 


FIGURA 16-18 Ligadura biológicas. Los cofactores lipoato, biotina y la 
combinación de J-mercaptoetilamina y pantotenato forman brazos lar- 
gos y flexibles (azul) en los enzimas a los que están unidos de forma 
covalente, actuando como ligaduras que transportan intermedios de un 
sitio activo al siguiente. El grupo sombreado en rosa es, er cada caso, e' 
punto de unión del intermedio activo a la ligadura. 


L 
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carbonos, por ejemplo los productos de degradación de 
muchos aminoácidos, puede ser oxidado por el ciclo. 

M El ciclo del ácido cítrico es anfibólico ya que sirve 
tanto para el catabolismo como para el anabolismo; se 
pueden extraer intermediarios del ciclo y utilizarlos 
como material de partida para un buen número de pro- 
ductos biosintéticos. 

Mi Los intermediarios desviados del ciclo del ácido 
cítrico hacia otras rutas, se reponen mediante varias 
reacciones anapleróticas, que producen intermediarios 
de cuatro carbonos por carboxilación de compuestos de 
tres carbonos; estas reacciones son catalizadas por la 
piruvato carboxilasa, PEP carboxiquinasa, PEP carboxi- 
lasa y el enzima málico. 

MM Los enzimas que catalizan carboxilaciones emplean 
normalmente biotina para activar el CO, y transportar- 
lo a aceptores tales como el piruvato o el fosfoenolpi- 
ruvato. 


16.3 Regulación del ciclo 
del ácido cítrico 


Tal como se ha visto en el Capítulo 15 la regulación de 
enzimas clave de las vías metabólicas por efectores alos- 
téricos y mediante modificación covalente, asegura la 
producción de intermediarios a la velocidad requerida 
para mantener la célula en un estado estacionario esta- 
ble y evita la innecesaria sobreproducción de los mis- 
mos. El flujo de átomos de carbono desde el piruvato 
hacia el ciclo del ácido cítrico y a través de él está suje- 


ye EN ATA e ae regulación en, al menos, tres niveles: 
DA orte del piruvato a la mitocondria por el trans- 


portador mitocondrial de piruvato (MPC), la conversión 
del piruvato en acetil-CoA, el material de partida del 
ciclo (la reacción del complejo de la piruvato deshidro- 
genasa), y la entrada de acetil-CoA en el ciclo (la reac- 
ción de la citrato sintasa). El acetil-CoA también se 
produce por vías diferentes a las del complejo de la PDH 
(la mayor parte de células producen también acetil-CoA 
por oxidación de ácidos grasos y de ciertos aminoáci- 
dos), por lo que la disponibilidad de intermediarios de 
estas otras vías es también importante en la regulación 
de la oxidación del piruvato y del ciclo del ácido cítrico. 
El ciclo está también regulado a nivel de las reacciones 
de la isocitrato deshidrogenasa y de la a-cetoglutarato 
deshidrogenasa. 


La producción de acetil-CoA por el complejo de la 
piruvato deshidrogenasa está regulada por mecanismos 
alostéricos y covalentes 


El complejo de la PDH de mamíferos es fuertemente 
inhibido por el ATP, así como por el acetil-CoA y el 
NADH, los productos de la reacción catalizada por el 
complejo (Fig. 16-19). La inhibición alostérica de la 
oxidación del piruvato se incrementa enormemente 
cuando se hallan disponibles ácidos grasos de cadena 
larga. AMP, CoA y NAD+, todos los cuales se acumulan 
cuando fluye demasiado poco acetato hacia el ciclo del 
ácido cítrico, activan alostéricamente el complejo de la 
PDH. Así, esta actividad enzimática es anulada cuando 
se dispone de una gran cantidad de combustible en 
forma de ácidos grasos y de acetil-CoA y cuando las 
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razones [ATP[ADP] y [NADHY[NAD*] de la célula son 
elevadas, y es activada cuando las demandas energéti- 
cas son grandes y las células necesitan un flujo mayor 
de acetil-CoA hacia el ciclo. 

En mamíferos, estos mecanismos de regulación 
alostérica se complementan con un segundo nivel de 
regulación: la modificación covalente de proteínas. El 
complejo de la PDH es inhibido mediante la fosforila- 
ción reversible de un residuo Ser específico en una de 
las dos subunidades de E,. Tal como se ha mencionado 
con anterioridad, además de los enzimas E,, E, y E,, el 
complejo de la PDH de mamíferos contiene dos proteí- 
nas reguladoras, cuyo única función es regular la activi- 
dad del complejo. La piruvato deshidrogenasa quinasa 
fosforila y de este modo inactiva E,, y una fosfoproteína 
fosfatasa específica elimina el grupo fosforilo por hidró- 
lisis y así activa E,. La quinasa es activada alostérica- 
mente por ATP: cuando la [ATP] es elevada (lo que es 


reflejo de un suministro de energía suficiente), el com- 


plejo de la PDH es inactivado por fosforilación de E.. 
Cuando la [ATP] desciende, la actividad de la quinasa 
disminuye y la acción de la fosfatasa elimina los grupos 
fosforilo de E, activando el complejo. 

El compuesto sencillo dicloroacetato inhibe la piru- 
vato deshidrogenasa quinasa en el laboratorio y, de este 
modo, elimina la inhibición del complejo de la piruvato 
deshidrogenasa. Esto estimula la oxidación del piruvato 
a través del ciclo del ácido cítrico por lo que puede ser 
útil para dirigir el metabolismo de las células tumorales- 
lejos de la glucólisis aeróbica. 
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El ciclo del ácido cítrico está regulado en sus tres pasos 
exergónicos 

El flujo de metabolitos a través del ciclo del ácido cítrico 
está sometido a una regulación estricta. Tres factores 


gobiernan la velocidad de flujo a través del ciclo: la dis- 
ponibilidad de sustratos, la inhibición por los productos 


Oxalacetato 


FIGURA 16-19 Regulación del flujo de metabolitos desde 
el complejo de la PDH a través del ciclo del ácido cítrico en 


Copy Afen 


acumulados y la retroinhibición alostérica de los enzi- 
mas que catalizan etapas tempranas del ciclo. 

Cada una de las tres etapas altamente exergónicas 
en el ciclo, las catalizadas por la citrato sintasa, la isoci- 
trato deshidrogenasa y la a-cetoglutarato deshidrogena- 
sa (Fig. 16-19), puede llegar a ser la etapa limitante de 
la velocidad en determinadas circunstancias. La disponi- 
bilidad de los sustratos de la citrato sintasa (acetil-CoA 
y oxalacetato) varía con el estado metabólico de la célu- 
la y limita en ocasiones la velocidad de formación de 
citrato. El NADH, un producto de la oxidación del isoci- 
trato y el a-cetoglutarato, se acumula en ciertas condi- 
ciones, y a elevada [NADHJ/[NAD"] ambas reacciones de 
deshidrogenación resultan severamente inhibidas por la 
acción de masas. De modo similar, en la célula, la reac- 
ción de la malato deshidrogenasa está esencialmente en 
equilibrio (es decir, está limitada por el sustrato), y 
cuando [NADHY(NAD-] es alta, la concentración de 
oxalacetato es baja, lo que hace más lento el primer paso 
del ciclo. La acumulación de productos inhibe los tres 
pasos limitantes del ciclo: el succinil-CoA inhibe la a-ce- 
toglutarato deshidrogenasa (y también la citrato sinta- 
sa); el citrato bloquea la citrato sintasa; y el producto 
final, ATP, inhibe tanto la citrato sintasa como la isocitra- 
to deshidrogenasa . La inhibición de la citrato sintasa por 
el ATP es mitigada por el ADP, un activador alostérico de 
este enzima. En el músculo de vertebrados, el Ca**, la 
señal para la contracción y para el aumento concomitan- 
te en la demanda de ATP, activa tanto la isocitrato des- 
hidrogenasa como la a-cetoglutarato deshidrogenasa, 

como al complejo de la PDH. En resumen, las con- 
(mies [ne sustratos e intermediarios del ciclo del 
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mamíferos. El complejo de la PDH es inhibido alostéricamente deshidrogenasa Y È ca?+, ADP 
cuando las relaciones [ATP]/LADP], [NADHJ/[NAD'] y 
[acetii-CoA]/[CoA] son altas, indicando todas ellas un estado 
metabólico energéticamente suficiente. Cuando estas relacio- 
nes disminuyen se produce una activación alostérica de la oxi- 
dación del piruvato. La velocidad de fiujo a través del ciclo del 
ácido cítrico puede ser limitada por la disponibilidad de los 
sustratos de la citrato sintasa, oxalacetato y acetil-CoA, o de 
NAD* que desaparece por su conversión en NADH, con la que 
se reduce la velocidad de los tres pasos de oxidación depen- 
dientes de NAD. E! ciclo también es más lento como conse- 
cuencia de la retroinhibición por el succinii-CoA, el citrato y el 
ATP, que inhiben los primeros pasos. En tejido muscular, el ión 
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Ze” as un indicador de ia contracción y, tal como se muestra 
aquí, estimula el metabolismo productor de energia para 
reemplazar el ATP consumido en la contracción. 


En el extracto de células rotas, 
la dilución por el tampón reduce 
las concentraciones de los 
enzimas 1, 2 y 3 lo que favorece 
su disociación. 


En el citosol las 

elevadas concentraciones 
de los enzimas 1, 2 y 3 
favorecen su asociación. 


FIGURA 16-20 La dilución de una solución que contiene un complejo 
proteico no covalente -como por ejemplo uno que contiene tres enzimas 
(ilustrados aquí en rojo, azul y verde)- favorece la disociación del com- 
plejo en sus elementos constituyentes. 


ácido cítrico hacen que el flujo a trawé 
mantenga a una velocidad que permi k 
centraciones óptimas de ATP y NADH. 

En condiciones normales, la velocidad de la glucó- 
lisis y del ciclo del ácido cítrico estan integradas de 
manera que sólo se metaboliza a piruvato la glucosa 
necesaria para suministrar al ciclo del ácido cítrico su 
combustible, los grupos acetilo del acetil-CoA. Piruva- 
to, lactato y acetil-CoA se mantienen normalmente a 
concentraciones de estado estacionario. La velocidad 
de la glucólisis está adaptada a la del ciclo del ácido 
cítrico no sólo a través de su inhibición por niveles ele- 
vados de ATP y NADH, componentes comunes de las 
etapas glucolítica y respiratoria de la oxidación de la 
glucosa, sino también por la concentración de citrato. 
El citrato, producto del primer paso del ciclo del ácido 
cítrico, es un inhibidor alostérico importante de la fos- 
fofructoquinasa-1 en la vía glucolítica (véase la Fig. 
15-16). 


En el ciclo del ácido cítrico puede darse la canalización 
de sustratos a través de complejos multienzimáticos 


Aunque normalmente se describen los enzimas del ciclo 
del ácido cítrico como componentes solubles de la 
matriz mitocondrial (excepto la succinato deshidroge- 
nasa que está ligada a la membrana), cada vez hay más 
pruebas de que dentro de la mitocondria estos enzimas 
existen en forma de complejos multienzimáticos. La 
aproximación clásica de la enzimología, purificación de 
proteínas individuales a partir de extractos de células 
rotas, se aplicó con gran éxito a los enzimas del ciclo del 
ácido cítrico. Sin embargo, la primera víctima de la rotu- 
ra celular es la organización de nivel superior dentro de 
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te estructural tal como una membrana, un microtúbulo 
o un microfilamento. Cuando se abren las células por 
rotura, sus contenidos, enzimas incluidos, se diluyen de 
100 a 1.000 veces (Fig. 16-20). 

Varios tipos de pruebas sugieren que, en las célu- 
las, los complejos multienzimáticos aseguran el paso 
eficiente del producto de una reacción enzimática al 
siguiente enzima de la ruta. Tales complejos se denomi- 
nan metabolones. Se han aislado de forma conjunta 
varios enzimas del ciclo del ácido cítrico en forma de 
agregados supramoleculares o bien se han encontrado 
asociados con la membrana mitocondrial interna o se 
ha demostrado que difunden en la matriz mitocondrial 
más lentamente de lo que cabría esperar de la proteína 
individual en solución. Existen pruebas convincentes 
de la canalización de sustratos a través de complejos 
multienzimáticos en otras rutas metabólicas y muchos 
enzimas que se creía que eran “solubles” probablemen- 
te funcionan en la célula en forma de complejos alta- 
mente organizados que canalizan los intermedios. 
Encontraremos otros ejemplos de canalización cuando 
veamos la biosíntesis de aminoácidos y de nucleótidos 
en el Capítulo 22. 


Algunas mutaciones en enzimas del ciclo del ácido cítrico 
producen cáncer 


Cuando los mecanismos que regulan una vía tal 
como el ciclo del ácido cítrico son superados por 
urbación metabólica importante, el resultado 

r una enfermedad grave. Las mutaciones en 

enzimas del ciclo del ácido cítrico son muy raras en los 
humanos y otros mamíferos, pero las que tienen lugar 
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FIGURA 16-21 Una isocitrato deshidrogenasa mutante adquiere una 
nueva actividad. La isocitrato deshidrogenasa de tipo salvaje cataliza la 
conversión del isocitrato en e-cetoglutarato, pero las mutaciones que 
alteran el sitio de unión del isocitrato producen la pérdida de la actividad 
enzimática normal a! tiempo que se gana una nueva actividao: la conver- 
sión del a-cetoglutarato en 2-hidroxiglutarato. La acumulación de este 
producto inhibe ta histona desmetilasa lo que altera la regulación génica 
y provoca tumores de células gliales en el cerebro. 
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son devastadoras. Defectos genéticos en el gen de la 
fumarasa producen tumores del músculo liso (leiomas) 
y del riñón; mutaciones en la succinato deshidrogenasa 
producen tumores de la grándula suprarrenal (feocro- 
mocitomas). En células en cultivo con estas mutacio- 
nes, se acumulan el fumarato (en el caso de las mutacio- 
nes de la fumarasa) y, en menor grado, el succinato (en 
el caso de mutaciones de la succinato deshidrogenasa), 
acumulación que induce el factor de transcripción HIF- 
la inducible por hipoxia (véase el Recuadro 14-1). El 
mecanismo de formación de tumores podría ser la pro- 
ducción de un estado pseudohipóxico. En las células 
con estas mutaciones, se produce una activación de 
genes normalmente regulados por HIF-1a. Estos efec- 
tos de las mutaciones en los genes de la fumarasa y la 
succinato deshidrogenasa los definen como genes 
supresores tumorales. Los metabolitos que se acumulan 
(fumarato y succinato) se denominan oncometabolitos 
debido a su capacidad de favorecer la proliferación de 
células tumorales. 

Otra conexión notable entre intermediarios del 
ciclo del ácido cítrico y cáncer es el hallazgo de que en 
muchos tumores de células gliales (gliomas), la isocitra- 
to deshidrogenasa dependiente de NADPH tiene un 
defecto genético raro. El enzima mutante pierde su 
actividad normal (la conversión de isocitrato en a-ceto- 
glutarato) pero adquiere una nueva actividad: la con- 
versión del a-cetoglutarato en 2-hidroxiglutarato (Fig. 
16-21), que se acumula en las células tumorales. El 
a-cetoglutarato y el Fe* son cofactores esenciales de 
una familia de histona desmetilasas que ¡Pe 
expresión génica al eliminar grupos metilo He 
Arg y Lys en las histonas que organizan el D 
Al competir con el a-cetoglutarato en su unión a 1 
histona desmetilasas, el 2-hidroxiglutarato inhibe su 
actividad. La inhibición de las histona desmetilasas 
interfiere con la regulación génica normal lo que condu- 
ce a un crecimiento sin restricción de la célula glial. La 
familia de más de 60 dioxigenasas que utilizan a-ceto- 
glutarato y Fe** como cofactores también son inhibidas 
de forma competitiva por el 2-hidroxiglutarato. La inhi- 
bición de uno o más de estos enzimas podría interferir 
con la regulación normal de la división celular y produ- 
cir, así, un tumor. E 
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M La velocidad global del ciclo del ácido cítrico está 
controlada por la velocidad de conversión del piruvato 
en acetil-CoA y por el flujo a través de la citrato sintasa, 
isocitrato deshidrogenasa y a-cetoglutarato deshidroge- 
nasa. Estos flujos vienen determinados principalmente 
por la concentración de sustratos y productos; los pro- 
ductos finales, ATP y NADH, son inhibidores mientras 
que los sustratos NAD* y ADP son estimuladores. 

E La producción de acetil-CoA para el ciclo del ácido 
cítrico por el complejo de la PDH es inhibido alostérica- 
mente por los metabolitos que indican una suficiencia 
de energía metabólica (ATP, acetil-CoA, NADH y ácidos 
grasos) y es estimulada por metabolitos que indican un 
suministro reducido de energía (AMP, NAD+, CoA). 

M Los complejos de enzimas consecutivos de una ruta 
permiten la canalización de sustratos a través de los 
mismos. 


12 Términos clave 


Todos los términos en negrita están definidos en el glosario. 


respiración 617 
respiración celular 617 
ciclo del ácido cítrico 617 
ciclo de los ácidos 
tricarboxílicos 
(TCA) 617 
ciclo de Krebs 617 
transportador mitocondrial 
de piruvato (MPC) 618 
complejo de la piruvato 
deshidrogenasa 
(PDH) 618 
descarboxilación 
oxidativa 618 
tioéster 619 
lipoato 619 
canalización 
de sustratos 621 
centro 
ferro-sulfurado 625 


complejo de la 
o-cetoglutarato 
deshidrogenasa 626 
sintasas 629 
sintetasas 629 
ligasas 629 
liasas 629 
quinasas 629 
fosforilasas 629 
fosfatasas 629 
nucleósido difosfato 
quinasa 630 
molécula proquiral 632 
ruta anfibólica 634 
ciclo del glioxilato 634 
reacción 
anaplerótica 634 
biotina 635 
avidina 636 
metabolón 639 


2 Problemas 


1. Balance del ciclo del ácido cítrico El cicio del ácido cí- 
trico contiene ocho enzimas: citrato sintasa, aconitasa, isoci- 
trato deshidrogenasa, «-cetoglutarato deshidrogenasa, 
succinil-CoA sintetasa, succinato deshidrogenasa, fumarasa y 
alato deshidrogenasa. 

ON ecuación igualada para la reacción que 


Nombre el cofactor o cofactores requeridos para cada reac- 
ción. 

(c) Para cada enzima determine cuál de los siguientes 
describe el tipo de la reacción(es) que cataliza: condensación 
(formación de enlaces carbono-carbono); deshidratación 
(pérdida de agua); hidratación (adición de agua); descarboxi- 
lación (pérdida de CO,); oxidación-reducción; fosforilación a 
nivel de sustrato; isomerización. 

(d) Escriba una ecuación neta igualada para el catabolismo de 
acetil-CoA a CO,. 


2. Ecuación neta de la glucólisis y del ciclo del ácido 
cítrico Escriba la ecuación bioquímica neta para el metabo- 
lismo de una molécula de glucosa por la glucólisis y el ciclo del 
ácido cítrico, incluyendo todos los cofactores. 


3. Identificación de reacciones de oxidación y de reduc- 
ción Una estrategia bioquímica de muchos organismos vivos 
consiste en la oxidación secuencial de compuestos orgánicos a 
CO, y H,O y en la conservación de la mayor parte de la energía 
así producida en forma de ATP. Es importante ser capaz de 
reconocer procesos de oxidación-reducción en el metabo- 
lismo. La reducción de una molécula orgánica se obtiene a 
partir de la hidrogenación de un doble enlace (Ecuación 1, 
abajo) o de un enlace sencillo acompañada por una ruptura 
molecular (Ecuación 2). Inversamente, la oxidación tiene lu- 
gar como consecuencia de una deshidrogenación. En las reac- 
ciones redox bioquímicas, los coenzimas NAD y FAD 
deshidrogenan o hidrogenan moléculas orgánicas en presencia 
de los enzimas correspondientes. 


Q O *<H 
i reducción il | 
Cr CH + Hh Gs CH3—C 3H 
Acetaldehído H 
0—H 
reducción | (a) 
oxidación bd dd 
H 
Etanol 
O Q 
] . reducción i 
CHE + H” + HH ve re 
O O” 
Acetato e P wW 
O 
oxidación H¡—=C=H + hi 
H 
Acetaldehído 


Para cada una de las iransformaciones metabólicas que van 
desde (a) hasta (h), determine si se ha producido una oxida- 
ción o bien una reducción, Iguale cada transformación inser- 
tando H-H y, donde sea necesario, H,O. 


1 
(a) CA—0H —= H—C—MH 
Metanol Formaldehído 


ji 
My H—C—H ——= HA 


Formaldehido EE 


() 0=C=0 — HE + H+ 


o- 
Dióxido de carbono Formiato 
OH OH A OH OH o 
(d) e iS + H — AA 
H % Ro H 
Glicerato Gliceraldehído 
OH OHOH OH O q 
(e) siii: dd e CH,—C—CH) 
H 
Glicerol Dihidroxiacetona 


H 

| P 
"Or Os 

H 


Tolueno Benzoato 
O 
no d 
Sá P kar So- 
(g) ¿MN —H he Panua” 
-0 O O— H 
AS 
O 
Succinato Fumarato 
i ji 
(h) CHE E CH¿—C + CO, 
dl o” 
O 
Piruvato Acetato 


Corran 
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4. Relación entre energía liberada y estado de oxidación 
del carbono Una célula eucariótica puede utilizar glucosa 
(C,H,,0,) y ácido hexanoico (C,H ,,0,) como carburantes para 
la respiración celular. Basándose en sus fórmulas estructura- 
les, qué sustrato liberará más energía por gramo después de 
una combustión completa a CO, y H,0? 


5. Coenzimas de nicotinamida como transportadores 
redox reversibles Los coenzimas de nicotinamida (véase la 
Fig. 13-24) pueden experimentar reacciones de oxidación-re- 
ducción reversibles con sustratos específicos en presencia de 
la deshidrogenasa apropiada. En estas reacciones, NADH + H* 
actúan como fuente de hidrógeno, tal como se describe en el 
problema 3. Siempre que el coenzima es oxidado, un sustrato 
debe ser simultáneamente reducido: 


Substrate + NADH + H* ===" product + NAD” 
Oxidized Reduced Reduced Oxidized 


Para cada una de las reacciones desde (a) hasta (f), deter- 
mine si el sustrato ha sido oxidado o reducido o si no ha habido 
cambio en su estado de oxidación (véase el Problema 3). Si ha 
ocurrido un cambio redox, iguale la reacción con la cantidad 
necesaria de NAD*, NADH, H* y H,O. El objetivo es reconocer 
cuando un coenzima redox es necesario en una reacción meta- 
bólica. 


p 
(a) CHCH OH Sn CHE 
H 
Etanol Acetaldehido 
OPO3” OH 0 
A 
— CH EE + HPO¿” 
NoPo3- y H 
is Gliceraldehído 
3-fostato 
1 o- O 
/ f 
(c) CH¿—C—C — (HC + CO, 
AS SN 
O H 
Piruvato Acetaldehido 
il 2 2# 
(d) CH4— C—C ==» CHa— C + CO, 
AS A 
O e) 
Piruvato Acetato 
i OH 
(e) TOOC—CH),—C—COO” — a dl 
H 
Oxalacetato Malato 
O O O 


(£) chlc? + Ht? — CH,—C—CH, + CO, 
o- 

Acetoacetato Acetona 

6. Cofactores y mecanismo de la piruvato deshidroge- 

nasa Describa el papel de cada cofactor que interviene en la 

reacción catalizada por el complejo de la piruvato deshidro- 

genasa. 


7, Carencia de tiamina Los individuos con carencia de tia- 
mina en la dieta tienen concentraciones elevadas de piruvato 
en la sangre. Explique este hecho en términos bioquímicos. 
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8. Reacción de la isocitrato deshidrogenasa ¿Qué tipo de 
reacción química está implicado en la conversión del isocitrato 
en a-cetoglutarato? Nombre y describa el papel de los cofacto- 
res. ¿Qué otra reacción o reacciones del ciclo del ácido cítrico 
son del mismo tipo? 


9. Estimulación del consumo de oxígeno por oxaloace- 
tato y malato A principios de la década de 1930, Albert 
Szent-Györgyi expuso la interesante observación de que la 
adición de pequeñas cantidades de oxalacetato o de malato a 
suspensiones de músculo de pecho de paloma desmenuzado 
estimulaba el consumo de oxigeno de la preparación. Sorpren- 
dentemente, la cantidad de oxígeno consumida era unas siete 
veces mayor que la cantidad necesaria para la oxidación com- 
pleta (a CO, y H,O) del oxalacetato o malato añadido. ¿Por qué 
la adición de oxalacetato o malato estimulaba el consumo de 
oxígeno? ¿Por qué la cantidad de oxígeno consumida era mu- 
cho mayor que la cantidad necesaria para oxidar completa- 
mente el oxalacetato o el malato añadidos? 


10. Formación de oxalacetato en la mitocondria En la 
última reacción del ciclo del ácido cítrico, el malato se deshi- 
drogena para regenerar el oxalacetato necesario para la en- 
trada del acetil-CoA en el ciclo: 


-Malato + NAD* ——= oxalacetato + NADH + H* 
AG” = 30,0 kJ/mol 


(a) Calcule la constante de equilibrio para esta reacción a 
25°C. 

(b) Debido a que AG” supone un pH estándar de 7, la 
constante de equilibrio calculada en (a) correspo 


ps, — [Oxalacetato JINADH] OP 
[L-malato][NAD*] 

La concentración de L-malato medida en la mitocondria de hí- 

gado de rata es de unos 0,20 mm cuando [NAD-//[NADH] es 10. 

Calcule la concentración de oxalacetato a pH 7 en estas mito- 

condnrias. 

(c) Para apreciar la magnitud de la concentración de 
oxalacetato mitocondrial, calcule el número de moléculas de 
oxalacetato existentes en una única mitocondria de hígado de 
rata. Suponga que la mitocondria es una esfera, con un diáme- 
Lro de unos 2,0 pm. 


11. Cofactores para el ciclo del ácido cítrico Suponga 
que ha preparado un extrato mitocondrial que contiene todos 
los enzimas solubles de la matriz pero que ha perdido (por 
diálisis) todos los cofatores de baja masa molecular. ¿Qué ha- 
brá de añadir al extracto de manera que la preparación pueda 
oxidar el acetil-CoA a CO,? 


12. Carencia de riboflavina ¿De qué modo podría afectar al 
funcionamiento del ciclo del ácido cítrico una carencia de ribo- 
flavina? Justifique su respuesta. 


13. Reserva de oxalacetato ¿Qué factores podrían dismi- 
nuir la reserva de oxalacetato dispomible para la actividad del 
ciclo del ácido cítrico? ¿Cómo se puede reponer la reseva de 
oxalacetato? 


14. Energía obtenida a partir del ciclo del ácido 
cítrico La reacción catalizada por la succinil-CoA sintetasa 
produce el compuesto de elevada energía GTP. ¿Cómo se in- 
corpora la energía libre contenida en el GTP en el contenido 
celular de ATP? 


15. Estudios de la respiración en mitocondrias aisla- 
das La respiración celular se puede estudiar en mitocondrias 
aisladas midiendo el consumo de oxígeno en diferentes condi- 
ciones. Si se añade 0,01 m de malonato sódico a mitocondrias 
que respiran activamente y que utilizan piruvato como com- 
bustible, la respiración pronto se para y se acumula un inter- 
mediario metabólico, 

(a) ¿Cuál es la estructura de este intermediario? 

(b) Explique por qué se acumula. 

(c) Explique por qué se para el consumo de oxígeno. 

(d) Aparte de eliminar el malonato, ¿cómo se podría supe- 
rar esta inhibición de la respiración? Explíquelo. 


16. Estudios de marcaje en mitocondrias aisladas Las 
vías metabólicas de los compuestos orgánicos se han obtenido 
a menudo usando sustratos marcados radiactivamente y si- 
guiendo el destino final de los átomos marcados. 

¿Cómo podría determinar sí la glucosa añadida a uma suspen- 
sión de mitocondrias aisladas se metaboliza a CO, y H,0? 
Suponga que añade un breve pulso de (3-**C]piruvato (mar- 
cado en la posición metilo) a las mitocondrias. Después de una 
vuelta del ciclo del ácido cítrico, ¿cuál será la posición del "C 
en el oxalacetato? Explíquelo siguiendo el '*C a través de la 
vía. ¿Cuántas vueltas del ciclo serán necesarias para liberar 
todo el [3-"*C]piruvato en forma de CO,? 


17. Ruta del CO, en la gluconeogénesis En el primer 
paso de rodeo de la gluconeogénesis, conversión del piruvato 
en fosfoenolpiruvato (PEP), el piruvato se carboxila por la 
piruvato carboxilasa a oxalacetato, que a continuación se des- 
carboxila a PEP por la PEP carboxiquinasa (Capítulo 14). De- 
adición de CO, le sigue una pérdida de CO,, 

que en experimentos de seguimiento, el “C 
del '*CO, no se incorporara ni al PEP, ni a la glucosa ni a cual- 
quiera de los intermediarios de la gluconeogénesis. No obs- 
tante, se encontró que cuando una preparación de hígado de 
rata sintetiza glucosa en presencia de '*CO,, aparece lenta- 
mente !*C en el PEP y finalmente en C-3 y C-4 de la glucosa. 
¿Cómo entra el 'C en el PEP y en la glucosa? (Pista: Durante 
la gluconeogénesis en presencia de **CO, también se marcan 
diversos intermediarios de cuatro carbonos del ciclo del ácido 
cítrico). 


18. Catabolismo de [1-'*Cijglucosa Un cultivo bacteriano 
que respira activamente se incuba brevemente con [1-**C]glu- 
cosa, y se aislan los intermediarios glucolíticos y del ciclo del 
ácido cítrico. ¿Dónde se halla el C en cada uno de los inter- 
mediarios indicados a continuación? Considere sólo la incor- 
poración inicial de '*C, en el primer paso de la glucosa marcada 
a través de las vías. 

(a) Fructosa 1,6-bisfosfato 

(b) Gliceraldehíido 3-fosfato 

(c) Fosfoenolpiruvato 

(d) Acetil-CoA 

(e) Citrato 

(F) a-Cetoglutarato 

(g) Oxalacetato 


19 Papel de la vitamina tiamina Las personas que 

padecen beriberi, una enfermedad causada por la ca- 
rencia de tiamina, presentan elevados miveles de piruvato y 
o-cetoglutarato en sangre, especialmente después de consu- 
mir una comida rica en glucosa. ¿Cómo se relacionan estos 
efectos con la deficiencia de tiamina? 


20. Síntesis de oxalacetato por el ciclo del ácido 
cítrico El oxalacetato se forma en el último paso del cicio del 
ácido cítrico por la oxidación de L-malato dependiente de 
NAD”. ¿Puede tener lugar una síntesis neta de oxalacetato a 
partir de acetil-CoA utilizando únicamente los enzimas y co- 
factores del ciclo del ácido cítrico sin eliminar los intermedia- 
rios del ciclo? Explíquelo. ¿Cómo se recupera el oxalacelato 
perdido en el ciclo (dirigido hacia reacciones biosintéticas)? 


21. Eliminación del oxalacetato El hígado de mamiferos 
puede llevar a cabo la gluconeogénesis utilizando oxalacetato 
como material de partida (Capítulo 14). ¿Quedaría afectado el 
funcionamiento del ciclo del ácido cítrico si se utilizase profu- 
samente el oxalacetato para la gluconeogénesis? Justifique su 
respuesta. 


22. Modo de acción del rodenticida fluoroacetato El 
fluoroacetato, preparado comercialmente para el control de 
roedores es también producido por una planta en África del 
Sur. Después de entrar en la célula, el fluoroacetato se con- 
viere en fluoroacetil-CoA en una reacción catalizada por el 
enzima acetato tioquinasa: 


F—CH,COO” + CoA-SH + ATP —> 
F He —S-CoA + AMP + PP, 


Q 


El efecto tóxico del fluoroacetato se estudió en un experi- 
mento utilizando corazón aislado de rata intacto. Después de 
la perfusión del corazón con fluoroacetato 0,22 mm, disminu- 
yeron la tasa de captación de glucosa y la glucólisis al ti 

que se acumulaban la glucosa 6-fosfato y 
Un examen de los intermediarios del ci 
reveló que sus concentraciones se hallaban por debajo de lo 
normal, excepto para el citrato, con una concentración 10 ve- 
ces superior a la normal. 


(a) ¿Dónde tuyo lugar el bloqueo del ciclo del ácido cí- 
trico? ¿Qué produjo la acumulación del citrato y la disminu- 
ción de los otros intermediarios del ciclo? 

(b) El fluoroacetil-CoA se transforma enzimáticamente 
en el cicio del ácido cítrico. ¿Cuál es la estructura del pro- 
ducto final del metabolismo del fluoroacetato? ¿Por qué blo- 
quea el ciclo del ácido cítrico? ¿Cómo se podría superar esta 
inhibición? 

(c) En los experimentos de perfusión del corazón, ¿por 
qué disminuyeron la captación de glucosa y la glucólisis? ¿Por 
qué se acumularon hexosas monofosfato? 

(d) ¿Por qué el envenenamiento con fluoroacetato es letal? 


23. Síntesis de -malato en la producción de vino El sa- 
bor agrio de algunos vinos es debido a altas concentraciones 
de L-malato. Escriba una secuencia de reacciones en la que se 
muestre de qué modo las células de levadura sintetizan 
L-malato a partir de glucosa en condiciones anaeróbicas en 
presencia de CO, disuelto (HCO,). Tenga en cuenta que la 
reacción global para esta fermentación no puede comportar el 
consumo de coenzimas de nicotinamida o intermediarios del 
ciclo del ácido cítrico. 


24. Síntesis neta de a-cetoglutarato El a-cetoglutarato 
desempeña un papel central en la biosíntesis de diversos ami- 
noácidos. Escriba una secuencia de reacciones enzimáticas 
que pueda llevar a la síntesis neta de a—cetoglutarato a partir 
de piruyato. La secuencia propuesta no debe comportar el 
consumo neto de otros intermediarios del ciclo del ácido cf- 
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trico. Escriba una ecuación para la reacción global e identifice 
la procedencia de cada reactivo. 


25. Rutas anfibólicas Explique, dando ejemplos, qué se en- 
tiende al decir que el ciclo del ácido cítrico es anfibólico. 


26. Regulación del complejo de la piruvato deshidroge- 
nasa En tejidos animales, la velocidad de conversión del pi- 
ruvato en acetil-CoA está regulada por la relación de complejo 
de la PDH fosforilada activa frente a la forma desfosforilada 
inactiva. Determine qué le ocurre a la velocidad de esta reac- 
ción cuando se trata una preparación de mitocondria de mús- 
culo de conejo que contiene el complejo de la PDH con: (a) 
piruvato deshidrogenasa quinasa, ATP y NADH; (b) piruvato 
deshidrogenasa fosfatasa y Ca*?; (c) malonato. 


27. Síntesis comercial de ácido cítrico El ácido cítrico se 
utiliza como agente aromatizante en refrescos, zumos de fru- 
tas y muchos otros tipos de alimentos. El mercado del ácido 
cítrico produce a nivel mundial centenares de millones de dó- 
lares al año. La producción comercial utiliza el hongo Aspergi- 
lius niger, que metaboliza la sacarosa en condiciones 
cuidadosamente controladas. 

(a) El rendimiento de ácido cítrico depende fuertemente 
de la concentración de FeCl, en el medio de cultivo, tal como 
se indica en el gráfico, ¿Por qué baja el rendimiento cuando la 
concentración de Fe** está por debajo o por encima del valor 
óptimo de 0,5 mg/L? 
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(b) Escriba la secuencia de reacciones mediante las que 
A. niger sintetiza ácido cítrico a partir de sacarosa. Escriba 
una ecuación para la reacción global. 

(c) ¿Es necesario para el proceso comercial que el cultivo 
esté aireado? Es decir, ¿se trata de una fermentación o de un 
proceso aeróbico? Explíquelo. 


28, Regulación de la citrato sintasa En presencia de can- 
tidades saturantes de oxalacetato, la actividad de la citrato 
sintasa de tejido de corazón de cerdo presenta una dependen- 
cia sigmoidea con respecto a la concentración de acetil-CoA, 
tal como se indica en la gráfica. Cuando se añade succinil-CoA, 
la curva experimenta un desplazamiento hacia la derecha y se 
acentúa la dependencia sigmoidea. 


Sin 
succinil-CoA 
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succinil-CoA 


Actividad (% de Vmax) 


20 40 60 80 100 120 
[Acetil-CoA] (4) 


Basándose en estas observaciones, sugiera de qué modo 
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el succinil-CoA regula la actividad de la citrato sintasa. (Pista: 
véase la Fig. 6-35). ¿Por qué el succinil-CoA es una señal apro- 
piada para la regulación del ciclo del ácido cítrico? ¿De qué 
modo la regulación de la citrato sintasa, controla la velocidad 
de respiración celular en el tejido de corazón de cerdo? 


29. Regulación de la piruvato carboxilasa La carboxila- 
ción del piruvato por la piruvato carboxilasa tiene lugar a una 
velocidad muy baja a menos que esté presente el acetil-CoA, 
un modulador alostérico positivo. Si acaba de ingerir una co- 
mida rica en ácidos grasos (triacilgliceroles) pero baja en glú- 
cidos (glucosa), ¿cómo detiene esta propiedad reguladora la 
oxidación de glucosa a CO, y H,O pero incrementa la oxida- 
ción del acetil-CoA procedente de los ácidos grasos? 


30. Relación entre respiración y ciclo del ácido 
cítrico Aunque el oxígeno no participa directamente en el 
ciclo del ácido cítrico, el ciclo opera únicamente cuando está 
presente O,. ¿Por qué” 


31. Efecto de [NADH V[NAD*] sobre el ciclo del ácido 


cítrico ¿Cómo esperaría que respondiese el funcionamiento 
del ciclo del ácido cítrico a un incremento rápido de la razón 
[INADHV[NAD*} en la matriz mitocondrial? ¿Por qué? 


32. Termodinámica de la reacción de la citrato sintasa 
en las células El citrato se forma por condensación de ace- 
til-CoA con oxalacetato, catalizada por la citrato sintasa: 


Oxalacetato + acetil-CoA + H,O == citrato + CoA + H* 


En mitocondrias de corazón de rata a pH 7,0 y 25€, las con- 
centraciones de reactivos y productos son: oxala On 1 um 
acetil-CoA, 1 um; citrato, 220 um; y CoA, 65 ¡um. 
de energía libre estándar para la reacción de la citrato sintasa 
es -32,2 kJ/mol. ¿Cuál es la dirección del flujo de metabolito a 
través de la reacción de la citrato sintasa en células de corazón 
de rata? Explíquelo. 


33. Reacciones del complejo de la piruvato deshidroge- 
nasa En dos de los pasos de la descarboxilación oxidativa del 
piruvato (pasos @ y © enla Fig. 16-6} no interviene ninguno 
de los tres carbonos del piruvato a pesar de ser esenciales para 
la acción del complejo de la PDH. Explíquelo. 


34. Mutantes del ciclo del ácido cítrico Existen muchos 
casos de enfermedades humanas en la que una u otra actividad 
enzimática está ausente debido a mutación genética. No obs- 
tante, son rarísimos los casos de individuos que carecen de 
uno de los enzimas del ciclo del ácido cítrico. ¿Por qué? 


2 Problema de análisis de datos 


35. ¿Cómo se descubrió el ciclo del ácido cítrico? Varios 
investigadores determinaron los detalles bioquímicos del ciclo 
del ácido cítrico durante varias décadas. En un artículo del año 
1937 Krebs y Jobnson resumieron su trabajo y el de otros en la 
primera descripción puhlicada de esta vía. 

Los métodos usados por estos investigadores eran muy 
diferentes de los de la bioquímica moderna. Hasta la década de 
1940 no había acceso a la utilización de marcadores radiacti- 
vos por lo que Krebs y otros investigadores tuvieron que utili- 
zar técnicas no trazadoras para deducir la vía. Utilizando 
muestras frescas de músculo pectoral de pichón, determina- 
ron el consumo de oxígeno provocado al suspender músculo 
triturado en tampón dentro de un matraz sellado, midiendo el 


volumen (en L} de oxígeno consumido en diferentes condi- 
ciones. Midieron las concentraciones de sustratos (interme- 
diarios) tratando las muestras con ácido para eliminar las 
proteínas contaminantes y determinaron a continuación las 
cantidades de diversas moléculas orgánicas pequeñas. Las dos 
observaciones clave que permitieron a Krebs y colaboradores 
proponer un ciclo del ácido cítrico, en contraposición a una 
ruta lineal se realizaron en los siguientes experimentos. 

Experimento I. Incubaron 460 mg de músculo triturado 
en 3 mL de tampón a 40°C durante 150 minutos. La adición de 
citrato aumentó el consumo de oxígeno en 893 uL en compa- 
ración con muestras a las que no había adicionado citrato. Cal- 
cularon, basándose en el O, consumido durante la respiración 
de otros compuetos carbonados, que el consumo de O, espe- 
rado para la respiración completa de esta cantidad de citrato 
era de sólo 302 uL. 

Experimento II. Midieron el consumo de oxígeno provo- 
cado por 460 mg de músculo triturado en 3 mL de tampón 
cuando se incubaba con citrato y/o I-fosfoglicerol (glicerol 
1-fosfato); compuesto que se sabía que era rápidamente oxi- 
dado por la respiración celular) a 40°C durante 140 minutos. 
Los resultados se muestran en la tabla. 


LO 
Muestra Sustrato(s) añadido(s) sd 
i No extra 342 
2 0,3 mL de 1-fosfoglicerol 0,2 m 757 
3 0,15 mL de citrato 0,02 m 431 
4 0,3 mL de 1-fosfoglicerol 0,2 m 1.385 


5 mL de citrato 0,02 m 


(a) ¿Por qué el consumo de O, es una buena mediad de la 
respiración celular? 

(b)¿Por qué la muestra 1 (tejido muscular sin suplemen- 
tos) consume una cierta cantidad de oxígeno? 

(c) Basándose en los resultados de las muestra 2 y 3, 
¿puede concluir que el 1-fosfoglicerol y el citrato actúan como 
sustratos para la respiración celular en este sistema? Razó- 
nelo., 

(d) Krebs y colaboradores utilizaron los resultados de es- 
tos experimentos para sugerir que el citrato era “catalitico”, es 
decir que ayudaba a las muestras de tejido a metabolizar 1-fos- 
foglicerol de manera más completa. ¿Cómo utilizaría sus datos 
para apoyar su conclusión? 

(e) Krebs y colaboradores argumentaron que el citrato no 
sólo era consumido por estas reacciones sino que había de ser 
regenerado. Por este motivo las reacciones habían de contítuir 
un ciclo y no una vía lineal. ¿Cómo apoyaría esta deducción? 

Otros investigadores habían encontrado que el arsenato 
(AsO0,+) inhibe la a-cetoglutarato deshidrogenasa y que el 
malonato inhibe la succinato deshidrogenasa. 

(f) Krebs y colaboradores encontraron que las muestras 
de tejido muscular tratadas con arsenato y citrato consumían 
citrato únicamnte en presencia de oxígeno; y en estas condi- 
ciones, se consumía oxígeno. Basándose en la ruta de la Figura 
16-7, ¿en qué se convertía el citrato en este experimento? y 
¿por qué las muestras consumían oxígeno? 

En su artículo Krebs y Johnson también aportaron lo si- 
guiente. (1) En presencia de arsenato, 5,48 mmol de citrato se 
convirtieron en 5,07 mmol de a-cetoglutarato. (2) En presen- 
cia de malonato, el citrato se convertía de modo cuantitativo 
en grandes cantidades de succinato y pequeñas cantidades de 
a-cetoglutarato. (3) La adición de oxalacetato en ausencia de 


oxígeno condujo a la producción de grandes cantiadades de 
citrato; la cantidad aumentaba si también se añadía glucosa. 

Otros investigadores habían encontrado la siguiente ruta 
en preparaciones de tejido muscular similares: 


Succinato —— fumarato m» malato ——» 
oxalacetato -———piruvato 


Basándose únicamente en los datos presentados en este pro- 
blema, ¿cuál es el orden de los intermediarios del cielo? ¿Con- 
cuerda ello con la Figura 16-7? Justifique su respuesta. 

¿Por qué fue importante demostrar la conversión cuantita- 
tiva del citrato en a-cetoglutarato? 
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El artículo de Krebs y Johnson también contiene otros datos 
que rellenaban la mayoría de componentes que faltaban en el 
ciclo, El único componente que quedaba por identificar era la 
molécula que reaccionaba con el oxalacetato para formar ci- 
trato. 
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CAPÍTULO 17 


Catabolismo 


de los ácidos grasos 
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triacilgliceroles celulares se agregan en gotículas de 
lípido, que no aumentan la osmolaridad del citosol, y no 
están solvatadas. (Por el contrario, en los polisacáridos 
de almacenamiento el agua de solvatación puede cons- 
tituir las dos terceras partes del peso total de las molé- 
culas almacenadas). Por otra parte, debido a su relativa 
inercia química, los triacilgliceroles se pueden almace- 
st cad cantidades en las células sin riesgo de 

roduzcan reacciones químicas no deseadas con 


hasta acetil-CoA es una ruta centra de KENA ON | 
i ituyentes celulares. 


de energía en muchos organismos y tejidos. En € 

corazón y en el hígado de mamíferos, por ejemplo, pro- 
porciona hasta el 80% de las necesidades energéticas en 
todas las circunstancias fisiológicas. Los electrones eli- 
minados de los ácidos grasos durante la oxidación pasan 
a través de la cadena respiratoria impulsando la síntesis 
de ATP; el acetil-CoA formado a partir de los ácidos 
grasos puede oxidarse completamente a CO, a través 
del ciclo del ácido cítrico, con lo que la conservación de 
energía es aún mayor. En algunas especies y en algunos 
tejidos, el acetil-CoA puede tener destinos alternativos. 
En el hígado, el acetil-CoA se puede convertir en cuer- 
pos cetónicos, combustibles hidrosolubles que se expor- 
tan al cerebro y a otros tejidos cuando no hay glucosa 
disponible. En las plantas vasculares, el ácetil-CoA se 
utiliza preferentemente como precursor biosintético y 
sólo juega un papel secundario como combustible. A 
pesar de las diferencias existentes en la función biológi- 
ca de la oxidación de ácidos grasos entre los diferentes 
organismos, el mecanismo es esencialmente el mismo. 
Este capítulo se centra principalmente en el proceso 
repetitivo de cuatro pasos denominado 4-oxidación. 

En el Capítulo 10 se describieron las propiedades 
de los triacilgliceroles (también denominados triglicéri- 
dos o grasas neutras) que son especialmente adecuados 
como combustibles de reserva. Las largas cadenas 
alquílicas de sus ácidos grasos constituyentes son esen- 
cialmente hidrocarburos, estructuras muy reducidas 
con una energía de oxidación completa (~38 kJ/g) que 
es más del doble de la correspondiente al mismo peso 
de proteína o de glúcido. Esta ventaja va acompañada 
de la extrema insolubilidad de los lípidos en agua; los 


Sin embargo, las mismas propiedades que convier- 
ten a los triacilgliceroles en buenos compuestos de 
almacenamiento, hacen que presenten problemas en su 
papel como combustibles. Dada su insolubilidad en 
agua, los triacilgliceroles ingeridos deben ser emulsio- 
nados antes de poder ser digeridos a cargo de enzimas 
hidrosolubles en el intestino, y los triacilgliceroles 
absorbidos en el intestino, o movilizados desde los teji- 
dos donde son almacenados, deben transportarse en la 
sangre unidos a proteínas que compensan su insolubili- 
dad. Además, para superar la relativa estabilidad de los 
enlaces C-C de un ácido graso, el grupo carboxilo en C-1 
es activado por la unión al coenzima A, lo que permite 
la oxidación por pasos del grupo acilo graso en la posi- 
ción C-3 o 8 -de ahí el nombre P-oxidación-. 

Empezaremos este capítulo con una breve discu- 
sión acerca de las fuentes de ácidos grasos y de las rutas 
de transporte al lugar donde se produce su oxidación, 
poniendo un énfasis especial en el proceso en los verte- 
brados. A continuación se describirán las etapas quími- 
cas de la oxidación de ácidos grasos en las mitocondrias. 
Existen tres etapas en la oxidación completa de ácidos 
grasos a CO, y H,O: la oxidación de los ácidos grasos de 
cadena larga a fragmentos de dos átomos de carbono, 
en forma de acetil-CoA (f-oxidación); la oxidación del 
acetil-CoA a CO, en el ciclo del ácido cítrico (Capítulo 
16); y la transferencia de electrones desde los transpor- 
tadores electrónicos reducidos a la cadena respiratoria 
mitocondrial (Capítulo 19). En este capítulo nos centra- 
remos en la primera de estas etapas. Empezamos nues- 
tra consideración sobre la $-oxidación con el caso sim- 
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ple por el que un ácido graso completamente saturado 
y con un número par de átomos de carbono es degrada- 
do a acetil-CoA. A continuación estudiaremos breve- 
mente las transformaciones adicionales necesarias para 
la degradación de ácidos grasos insaturados o que 
posean un número impar de átomos de carbono. Final- 
mente, comentaremos las variaciones sobre el tema de 
la -oxidación que se producen en orgánulos especiali- 
zados -peroxisomas y glioxisomas- y dos rutas menos 
corrientes del catabolismo de los ácidos grasos: w- y 
a-oxidación. El capítulo concluirá con una descripción 
de un destino alternativo seguido por el acetil-CoA for- 
mado en la $-oxidación en vertebrados: la producción 
de cuerpos cetónicos en el hígado. 


17.1 Digestión, movilización 
y transporte de grasas 


Las células pueden obtener ácidos grasos combustibles 
a partir de cuatro fuentes: grasas consumidas en la 
dieta, grasas almacenadas en las células en forma de 
gotículas de lípidos, grasas sintetizadas en un órgano y 
que se exportan a otro y grasas obtenidas por autofagia 
(en la que se degradan los orgánulos de las propias célu- 
las). Algunas especies utilizan las cuatro fuentes en 
diversas circunstancias, mientras que otras solamente 
utilizan una o dos. Los vertebrados, por ejemplo, obtie- 
nen grasas de la dieta, movilizan grasas almacenadas en 
tejidos especializados (tejido adiposo, constituido por 


células denominadas adipocitos) y, en el , con- 
vierten en grasas los glúcidos que se encuén 


Grasas ingeridas ( A 
con la dieta AU! / 
PROA 
pe ll — 
a 


Pi 
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esicula bilia ) | 
j. AA! 


a 


qomo 
© Las sales biliares Pr 

g" 
emulsionan 
las grasas de la dieta 
en el intestino delgado 
y forman micelas. 


O) Las lipasas intestinales 
degradan los triacilgliceroles. 


68) Los ácidos grasos y otros productos 


de degradación son absorbidos 
por la mucosa intestinal 
y convertidos en triacilgliceroles. 


FIGURA 17-1 Ruta de los lípidos de la dieta en los vertebrados. La diges- 
tión y absorción de los lípidos de fa dieta tiene lugar en el intestino delgado, 


Intestino delgado 


Mucosa 
intestinal 


Quilomicrón 


exceso en la dieta para exportarlos a otros tejidos. 
Durante la inanición, pueden reciclarse lípidos median- 
te autofagia. Por término medio, los triacilgliceroles de 
la dieta suministran el 40% o más del total de energía 
requerido diariamente por los humanos en países alta- 
mente industrializados (a pesar de que la mayoría de 
recomendaciones dietéticas sugieren que el aporte caló- 
rico diario debido a las grasas no supere el 30%). Los 
triacilgliceroles cubren más de la mitad de las necesida- 
des energéticas de algunos órganos, especialmente del 
hígado, corazón y músculo esquelético en reposo. Los 
triacilgliceroles almacenados son prácticamente la única 
fuente de energía utilizada por los animales en hiberna- 
ción y por las aves migratorias. Los protistas obtienen 
grasas al consumir organismos situados por debajo de 
ellos en la cadena trófica, y algunos también almacenan 
grasas en gotículas de lípido citosólicas. Las plantas 
vasculares movilizan las grasas almacenadas en las 
semillas durante el proceso de la germinación pero, por 
lo demás, no dependen de las grasas para cubrir sus 
necesidades energéticas. 


Las grasas de la dieta se absorben en el intestino delgado 


En los vertebrados, antes de poder ser absorbidos a 
través de la pared intestinal, los triacilgliceroles ingeri- 
dos en forma de partículas macroscópicas insolubles de 
grasa deben convertirse en micelas microscópicas fina- 
mente dispersadas. Esta solubilización se lleva a cabo 
por sales biliares tales como el ácido taurocólico que se 
tetizan en el hígado a partir del colesterol, se almace- 
At yoyícula biliar y se liberan al intestino delgado 


Miocito o adipocito 


Almacenamiento 
s 
Y O Los ácidos 
Y q grasos son 
9° CO, oxidados como 
, combustible 
o reesterificados 
ATP para su 
almacenamiento. 


@ Los ácidos grasos penetran 
en la célula, 


OoN Lipoproteína lipasa 


@ La lipoproteina lipasa, 
activada por la apoC-il 
en los capilares, convierte 
los triacilgliceroles en 
ácidos grasos y glicerol. 


© Los quilomicrones se desplazan 
por el sistema linfático 
y la sangre hacia los tejidos. 


@ Los triaciligliceroles se incorporan 


en los quilomicrones, junto con colesterol 
y apolipoproteínas. 


y los ácidos grasos liberados de los triacilgliceroles se empaquetan y envían 
a los tejidos muscular y adiposo. Los ocho pasos se explican en el texto. 


Apolipoproteínas Triacilgliceroles 


y ésteres de colesterol 


Colesterol 


Fosfolínidos 


FIGURA 17-2 Estructura molecular de un quilomicrón. La superficie 
está constituida por una capa de fosfolípidos, con los grupos de cabeza 
encarados hacia ta fase acuosa. Los triacilgliceroles secuestrados en el 
interior (en amarillo) representan más del 80% de la masa. Varias apoti- 
poproteinas que sobresalen de la superficie (B-48, C-li, C-111) actúan 
como señales para la captación y metabolismo del contenido de los qui- 
lomicrones. El diámetro de tos quilomicrones oscila entre 100 y 500 nm. 


después de la ingestión de una comida que contenga 
grasas. Las sales biliares son compuestos anfipáticos 
que actúan como detergentes biológicos, convirtiendo 
las grasas de la dieta en micelas mixtas de ácidos bilia- 
res y triacilgliceroles (Fig. 17-1, paso Y) ). La forma- 
ción de micelas incrementa enormemente la fracción de 
moléculas de lípido accesibles a la acción de las lipasas 
hidrosolubles en el intestino, que convierten los triacil- 
gliceroles en monoacilgliceroles (monoglicéridos) y 
diacilgliceroles (diglicéridos), ácidos gra : 
cerol (paso @). Estos productos de 
lipasas difunden hacia el interior de las célule 
les que recubren la superficie intestinal da mucosa 
intestinal) (paso GQ) ), donde se convierten de nuevo en 
triacilgliceroles y se empaquetan junto con colesterol de 
la dieta y proteínas específicas para formar agregados 
lipoproteicos denominados quilomicrones (Fig. 17-2; 
véase también la Fig. 17-1, paso Y). 

Las apolipoproteínas son proteínas que se unen a 
lípidos en la sangre, y son responsables del transporte 
de triacilgliceroles, fosfolípidos, colesterol y ésteres de 
colesterol entre los diferentes órganos. Las apolipopro- 
teínas (“apo” significa separado y se refiere a la proteína 
en su forma libre de lípido) se combinan con lípidos 
para formar varias clases de partículas de lipoproteí.- 
nas, agregados esféricos que contienen lípidos hidrofó- 
bicos en el núcleo y cadenas laterales hidroffílicas de las 
proteínas y grupos de cabeza de los lípidos en la super- 
ficie. Diversas combinaciones de lípidos y proteínas 
producen partículas de densidad diferente, que van 
desde los quilomicrones y las lipoproteínas de muy baja 
densidad (VLDL, very low-density lipoproteins) a las 
lipoproteínas de muy alta densidad (VHDL, very 
high-density lipoproteins), que pueden separarse por 
ultracentrifugación. En el Capítulo 21 se detallan las 
estructuras y funciones de estas partículas de lipopro- 
teína en el transporte de lípidos. 

La parte proteica de las lipoproteínas es reconocida 
por receptores en la superficie celular, En la captación 
de lípidos desde el intestino, los quilomicrones, que 
contienen la apolipoproteína C-11 (apoC-ID, pasan desde 
la mucosa intestinal al sistema linfático, desde el que 
penetran en la sangre que los transporta al músculo y al 
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tejido adiposo (Fig. 17-1, paso @). En los capilares de 
estos tejidos, el enzima extracelular lipoproteína lipa- 
sa, activado por la apoC-II, hidroliza los triacilgliceroles 
a ácidos grasos y glicerol (paso @), que son captados 
por transportadores específicos de las células de los 
tejidos diana (paso @). En el músculo, los ácidos gra- 
sos se Ooxidan para obtener energía; en el tejido adiposo, 
se reesterifican para su almacenamiento en forma de 
triacilgiceroles (paso @). 

Lo que resta de los quilomicrones, de los que se ha 
retirado la mayor parte de triacilgliceroles pero que 
todavía contienen colesterol y apolipoproteínas, llegan 
al hígado a través de la sangre, y allí son captados por 
endocitosis con intervención de los receptores de sus 
apolipoproteínas. Los triacilgliceroles que entran en el 
hígado a través de esta ruta pueden ser oxidados para 
generar energía o bien para proporcionar precursores 
para la síntesis de cuerpos cetónicos, tal como se des- 
cribe en la Sección 17.3. Cuando la dieta contiene más 
ácidos grasos de los necesarios de modo inmediato 
como combustible o como precursores, el hígado los 
convierte en triacilgliceroles, y éstos se empaquetan 
con apolipoproteínas específicas para formar VLDL. 
Estas VLDL se secretan por los hepatocitos y son trans- 
portadas en la sangre a los tejidos adiposos, donde los 
triacilgliceroles son eliminados y almacenados en forma 
de gotículas de lípido en el interior de los adipocitos. 


Las hormonas activan la movilización de triacilgliceroles 
almacenados 


os neutros se almacenan en adipocitos (y en 
tetizadoras de esteroides en la corteza adre- 
nal, ovario y testículos) en forma de gotículas de lípi- 
do que contienen un núcleo de ésteres del colesterol y 
triacilgliceroles rodeados por una monocapa de fosfolí- 
pidos. La superficie de estas gotículas está revestida 
con perilipinas, una familia de proteínas que restrin- 
gen el acceso a las gotículas de lípido impidiendo su 
movilización inoportuna. Cuando las hormonas señalan 
que existe una necesidad de energía metabólica, se 
movilizan (se extraen del almacenamiento) las reservas 
de triacilgliceroles almacenados en el tejido adiposo y se 
transportan a los tejidos (músculo esquelético, corazón, 
corteza suprarrenal) en los que pueden oxidarse ácidos 
grasos para producir energía. Las hormonas adrenalina 
y glucagón , secretadas en respuesta a niveles bajos de 
glucosa en sangre o a una situación de lucha o huida, 
activan el enzima adenilil ciclasa de la membrana plas- 
mática de los adipocitos (Fig. 17-3), el cual produce el 
segundo mensajero intracelular AMP cíclico (CAMP; 
véase la Fig. 12-4). La proteína quinasa dependiente de 
cAMP (PKA) desencadena cambios que abren la gotícu- 
la de lípido exponiéndola a la acción de tres lipasas, que 
actúan sobre tri-, di- y monoacilgliceroles, con libera- 
ción de ácidos grasos y glicerol. 

Los ácidos grasos así liberados (ácidos grasos 
libres, FFA) pasan desde los adipocitos a la sangre, 
donde se unen a la proteína sanguínea albúmina séri- 
ca (Fig. 17-3). Esta proteína (M, 66.000), que represen- 
ta aproximadamente la mitad de la proteína total del 
suero, llega a unir de forma no covalente hasta 10 ácidos 
grasos por monómero de proteína. Unidos a esta proteí- 
na soluble, los ácidos grasos antes insolubles son trans- 
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FIGURA 17-3 Movilización de triacilgliceroles almacenados en el 
tejido adiposo. Niveles bajos de glucosa en sangre activan la liberación de 
glucagón, €) la hormona se une a su receptor en la membrana del adipo- 
cito y así O estimula la adenilil cictasa, vía una proteína G, para producir 
cAMP Esto activa la PKA, que fosforila @ la lipasa sensible a hormona 
(HSL) y O) molécuias de perilipina de la superficie de la go 
La fosforilación de la perilipina provoca @ la disociación de prat 
de la perilipina. La CG! recluta entonces el enzima del tejido adiposo triacil- 
glicero! lipasa (ATGL), llevándoto a la superficie de la gotícula con lo que se 
estimula su actividad lipasa. La ATGL activa convierte @ los triacilglicero- 


portados a tejidos tales como el músculo esquelético, el 
corazón y la corteza suprarrenal. En estos tejidos diana, 
los ácidos grasos se disocian de la albúmina y son trans- 
portados por transportadores de la membrana plasmáti- 
ca al interior de las células para servir de combustible. 

Aproximadamente el 95% de la energía biológica- 
mente disponible en los triacilgliceroles reside en sus 
tres ácidos grasos de cadena larga; la parte glicerol sólo 
contribuye en un 5%. El glicerol liberado por la acción 
de la lipasa es fosforilado por la glicerol quinasa 
(Fig. 17-4), y el glicerol 3-fosfato resultante se oxida a 
dihidroxiacetona fosfato. El enzima glucolítico triosa 
fosfato isomerasa convierte este compuesto en gliceral- 
dehído 3-fosfato, que se oxida en la glucólisis. 


Los ácidos grasos son activados y transportados al interior 
de las mitocondrias 


Los enzimas de la oxidación de los ácidos grasos en las 
células animales se localizan en la matriz mitocondrial, 
como demostraron Eugene P. Kennedy y Albert Lehnin- 
ger en 1948. Los ácidos grasos con longitudes de cadena 
de 12 o menos carbonos entran en la mitocondria sin la 
ayuda de transportadores de membrana. Aquéllos con 
14 o más carbonos, que constituyen la mayoría de los 
FFA obtenidos en la dieta o liberados del tejido adiposo, 
no pueden pasar directamente a través de las membra- 
nas mitocondriales: deben someterse antes a las tres 


e: 


Adenilil 
ciclasa 


Torrente circulatorio 


les en diacilgliceroles. La perilipina fosforilada se asocia con HSL forfori- 
tada, permitiendo su acceso a la superficie de la gotícula de lípido, en 
donde @ convierte los diacilgliceroles en monoacilgliceroles. @ Una ter- 
cera monoacilglicerol lipasa (MGL) hidroliza monoacilgliceroles. @ Los 
ácidos grasos abandonan el adipocito, y se transportan en la sangre unidos 
albúmi ica, Se liberan de la albúmina y (B entran en un miocito 

af Aco específico de ácidos grasos (Y. En el miocito, 
Us ácidos grasos se oxidan a CO, al tiempo que la energía de oxidación se 


conserva en forma de ATP, el cual promueve la contracción muscular y 
otros procesos metabólicos que requieren energía en el miocito. 


reacciones enzimáticas de la lanzadera de la carniti- 
na. La primera de ellas está catalizada por una familia 
de isozimas de la acil-CoA-sintetasa , cada una de las 
cuales es específica para ácidos grasos que tienen cade- 
nas carbonadas ya sea cortas, intermedias o largas. Los 
isozimas están presentes en la membrana mitocondrial 
externa ren donde llevan a cabo la reacción general 


Ácido graso + CoA + ATP == acil graso-CoA + AMP + PP, 


Así, las acil-CoA sintetasas catalizan la formación de un 
enlace tioéster entre el grupo carboxilo del ácido graso 
y el grupo tiol del coenzima A para generar un acil gra- 
so-CoA, acoplada a la escisión de ATP a AMP y PP. 
(Recuerde la descripción de esta reacción en el Capítu- 
lo 13, para ilustrar de qué modo la energía libre des- 
prendida en la escisión de los enlaces fosfoanhídrido del 
ATP puede acoplarse a la formación de un eompuesto 
de alta energía; p. 514). La reacción tiene lugar en dos 
pasos e implica la formación de un intermedio acil gra- 
so-adenilato (Fig. 17-5). 

Los acil graso-CoA, al igual que el acetil-CoA, son 
compuestos de alta energía; su hidrólisis a FFA y CoA 
tiene una variación grande y de signo negativo de ener- 
gía libre estándar (AG”” = -31 kJ/mol). La formación de 
un acil graso-CoA se hace más favorable mediante la 
hidrólisis de dos enlaces de alta energía en el ATP; el 
pirofosfato formado en la reacción de activación es 
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hidrolizado inmediatamente por una pirofosfato inorgá- 
nico hidrolasa (Fig. 17-5, izquierda), que empuja la 
reacción de activación precedente en la dirección de 
formación de acil graso-CoA. La reacción global es 


Ácido graso + CoA + ATP== 
acil graso-CoA + AMP + 2 P, (17-1) 
AG" = -34 kJ/mol 


O 
j ll 
“0-p-0-P—0" 
oO” a” 
Pirotosfato 
MECANISMO FIGURA 17-5 Activación de un pirofosfato 
ácido graso por conversión en un acil graso-CoA. ger 


La conversión está catalizada por la acil graso-CoA 
sintetasa y la pirofostato inorgánico hidrolasa. La 
activación del ácido graso mediante la formación 
del derivado acii graso-CoÁ se produce en dos 


2P, 


pasos. La reacción global! es muy exergónica. AG" = -19 kJ/mol 
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Los ésteres de acil graso-CoA formados en el lado cito- 
sólico de la membrana mitocondrial externa pueden 
transportarse al interior de la mitocondria y ser oxida- 
dos para producir ATP, o pueden utilizarse en el citosol 
para sintetizar lípidos de membrana. Los ácidos grasos 
destinados a la oxidación mitocondrial se unen transito- 
riamente al grupo hidroxilo de la carnitina para formar 
acil-carnitina, segunda reacción de la lanzadera. 


CH, 
A a i EH)" 
CH3 OH 
Carnitina 


Esta transesterificación es catalizada por la carnitina 
aciltransferasa 1(también denominada carnitina 
palmitiltransferasa 1, CPT1) de la membrana exter- 
na (Fig. 17-6). El acil-CoA se convierte en el éster de 
carnitina y pasa a través de la membrana externa. El 
éster acil graso-carnitina difunde a continuación a tra- 
vés del espacio intermembrana y penetra en la matriz 
por transporte pasivo mediante el cotransportador de 
acil-carnitina/carnitina de la membrana mitocondrial 
interna. Este cotransportador desplaza una molécula de 
carnitina desde la matriz al espacio intermembrana al 
tiempo que una molécula de acil graso-carnitina se des- 
plaza a la matriz. 

En el tercer y último paso de la lanzadera de carni- 
tina, el grupo acilo graso se transfiere desde la carnitina 
al coenzima A intramitocondrial por la carnitina acil- 
transferasa 2 (también denominada CPT2). Este 

localizado en la cara interna de la membrana 
interna, regenera el acil graso-CoA y lo 
libera, junto con carnitina libre, al interior de la matriz 
(Fig. 17-6). Este proceso en tres pasos para la transfe- 
rencia de ácidos grasos bacia el interior de la mitocon- 
dria (esterificación con el CoA, transesterificación con 
la carnitina seguida de transporte, y transesterificación 
de nuevo con CoA) une dos fondos (pools) separados 
de coenzima A y de acil graso-CoA, uno en el citosol y 


+ R— E o” Acil graso-adenilato 
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FIGURA 17-6 Entrada de los ácidos grasos en la mitocondria a través 
del transportador acil-carnitina/carnitina. Después de su formación en 
ia membrana externa o en el espacio intermembrana, el acil graso-carni- 


tina penetra en la matriz por transporte pasivo a través de la membrana . 


interna. En la matriz, el grupo acilo se transfiere al CoA mitocondrial, 


otro en la mitocondria. Estos dos fondos tienen funcio- 
nes diferentes, El coenzima A de la matriz mitocondrial 
se usa fundamentalmente en la degradación oxidativa 
de piruvato, ácidos grasos y algunos aminoácidos, mien- 
tras que el coenzima A citosólico se utiliza en la biosín- 
tesis de ácidos grasos (véase la Fig. 21-10). El acil gra- 
so-CoA del fondo citosólico se puede utilizar allí para la 
síntesis de lípidos de membrana o se puede transportar 
a la matriz mitocondrial para oxidación y producción de 
ATP. La conversión en el éster de carnitina e 
la porción acilo graso a un destino oxidativo 0% 
El proceso de entrada en el que interviene la carni- 
tina es el paso limitante de la velocidad de la oxidación 
de ácidos grasos en las mitocondrias y, como se verá 
posteriormente, es un punto de control. Una vez en el 
interior de la mitocondria, el acil graso-CoA es procesa- 
do rápidamente por parte de un grupo de enzimas de la 
matriz. 


RESUMEN 17.1 Digestión, movilización 
y transporte de grasas 


© Los ácidos grasos de los triacilgliceroles proporcio- 
nan una fracción importante de la energía oxidativa en 
los animales. Los triacilgliceroles ingeridos con la dieta 
se emulsionan en el intestino delgado con las sales bilia- 
res, son hidrolizados por las lipasas intestinales, absor- 
bidos por las células epiteliales del intestino, reconver- 
tidos en triacilgliceroles y, a continuación, incorporados 
en los quilomicrones al combinarse con apolipoproteí- 
nas específicas. 

MM Los quilomicrones aportan triacilgliceroles a los 
tejidos, donde la lipoproteína lipasa libera los ácidos 
grasos para que entren en las células. Los triacilglicero- 
les almacenados en el tejido adiposo se movilizan por 
acción de una triacilglicerol lipasa sensible a hormonas. 
Los ácidos grasos liberados se unen a la albúmina sérica 
y son transportados a través de la sangre al corazón, 
músculo esquelético y otros tejidos que utilizan los áci- 
dos grasos como combustible. 

E Una vez en el interior de las células, los ácidos gra- 
sos se activan en la membrana mitocondrial externa por 


Membrana 
mitocondrial interna 


liberando carnitina que retorna al espacio intermembrana utilizando el 
mismo transportador. La carnitina aciltransterasa 1 es inhibida por el 
manolil-CoA, el primer intermediario de la síntesis de ácidos grasos 
(véase la Fig, 24-2). Esta inhibición impide la síntesis y degradación 
simultáneas de ácidos grasos. 


conversión a tioésteres acil graso-CoA. Los acil gra- 
so-CoA que se han de oxidar entran en la mitocondria 
en tres pasos por la vía de la lanzadera de carnitina. 


17.2 Oxidación de los ácidos grasos 


Tal como se ha señalado anteriormente, la oxidación 
mitocondrial de los ácidos grasos se produce en tres 
ases (Fig. 17-7). En la primera fase -la 9-oxidación- 

ácidos s experimentan la eliminación oxidativa 
nc de dos átomos de carbono en 
orma de acetil-CoA, a partir del extremo carboxilo de 
la cadena de ácido graso. Por ejemplo, el ácido palmíti- 
co, de 16 átomos de carbono, (palmitato a pH 7), se 
somete siete veces a esta secuencia oxidativa, perdien- 
do en cada uno de los pasos dos carbonos en forma de 
acetil-CoA. Al final de los siete ciclos, los dos últimos 
átomos de carbono del palmitato (originalmente C-15 y 
C-16) quedan en forma de acetil-CoA. El resultado glo- 
bal es la conversión de la cadena de 16 carbonos del 
palmitato en ocho grupos acetilo de dos carbonos de 
moléculas de acetil-CoA. La formación de cada ace- 
til-CoA requiere la eliminación de cuatro átomos de 
hidrógeno (dos pares de electrones y cuatro H*) de la 
parte acilo graso por parte de deshidrogenasas. 

En la segunda fase de la oxidación de ácidos grasos, 
los grupos acetilo del acetil-CoA se oxidan a CO, a tra- 
vés del ciclo del ácido cítrico, que también tiene lugar 
en la matriz mitocondrial. El acetil-CoA procedente de 
ácidos grasos entra de este modo en una ruta oxidativa 
final común junto con acetil-CoA procedente de la glu- 
cosa vía glucólisis y oxidación del piruvato (véase la Fig. 
16-1). Las dos primeras fases de la oxidación de ácidos 
grasos producen los transportadores electrónicos redu- 
cidos NADH y FADH, que, en la tercera fase, ceden sus 
electrones a la cadena respiratoria mitocondrial, a tra- 
vés de la cual se transportan los electrones al oxígeno, 
con la fosforilación concomitante de ADP a ATP (Fig. 
17-7). De este modo, la energía liberada por la oxida- 
ción de los ácidos grasos se conserva en forma de ATP. 

Describiremos a continuación con mayor detalle la 
primera fase de la oxidación de los ácidos grasos, empe- 


FIGURA 17-7 Fases de la oxidación de los dee 
ácido graso de cadena larga se oxida para gene s He 


forma de acetil-CoA. Este proceso se denomina ¿-oxidación. Fase 2: 
Los grupos acetilo se oxidan a CO, en el ciclo del ácido cítrico. Fase 3: 
Los electrones obtenidos en las oxidaciones de las fases 1 y 2 se trans- 
fieren al O, a través de la cadena respiratoria mitocondrial, proporcio- 
nando la energía necesaria para la síntesis de ATP mediante tostarila- 
ción oxidativa. 


zando por el caso sencillo de una cadena acilo graso 
saturada con número par de átomos de carbono y, a 
continuación, el caso ligeramente más complicado de 
cadenas no saturadas y de número impar. Veremos a 
continuación la regulación de la oxidación de ácidos 
grasos, los procesos P-oxidativos que se dan en otros 
orgánulos que no son la mitocondria y, finalmente, dos 
formas menos generales del catabolismo de los ácidos 
grasos, la a oxidación y la w oxidación. 


FIGURA 17-8 Ruta de la 9-oxidación. (a) En cada uno de los pases a 
través de esta secuencia de cuatro pasos, un grupo acetilo (sombreado 
en rojo claro) es eliminado en forma de acetil-CoA del extremo carboxilo 
de la cadena del ácido graso, en este ejemplo palmitato (C,,), que entra 
en forma de paimitil-CoA. Los electrones de la primera oxidación pasan 
a través de la flavoproteína ETF y, a continuación, a través de una 
segunda flavoproteina, a la cadena respiratoria. Los electrones de la 
segunda oxidación entran en la cadena respiratoria a través de la NADH 
deshidrogenasa (véase la Fig. 19-15) (b) Seis pases más a través de la 
vía de la -oxidación generan siete nuevas moléculas de acetil-CoA, la 
séptima de las cuales procede de los dos últimos átomos de carbenp de 
la cadena de 16 carbonos. En total se forman ocho moléculas de ace- 
til-CoA. El acetil-CoA se puede oxidar en el ciclo del ácido cítrico 
donando más electrones a la cadena respiratoria. 


17.2 Oxidación de los ácidos grasos 653 


La ¿oxidación de los ácidos grasos saturados se produce 
en cuatro pasos básicos 


Cuatro reacciones catalizadas por enzimas constituyen 
la primera fase de la oxidación de ácidos grasos 
(Fig. 17-88). En primer lugar, la deshidrogenación del 
acil graso-CoA genera un doble enlace entre los átomos 
de carbono a y 8 (C-2 y C-3), dando lugar a un trans- 
A*-enoil-CoA (el símbolo A? designa la posición del 
doble enlace; puede ser de utilidad revisar la nomencla- 
tura de ácidos grasos, p. 361). Observe que el nuevo 
doble enlace tiene configuración trans, mientras que los 
ácidos grasos insaturados naturales tienen normalmen- 
te sus enlaces dobles en configuración cis. Más tarde 
veremos el significado de esta diferencia. 

Este primer paso está catalizado por tres isozimas 
de la acil-CoA deshidrogenasa cada uno específico 
para un intervalo de longitudes de la cadena del ácido 
graso: la acil-CoA de cadena muy larga deshidrogenasa 
(VLCAD, “very long-chain acyl-CoA-dehydrogenase”) 
actúa sobre ácidos grasos de 12 a 18 carbonos, y los 
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isozimas específicos para ácidos grasos de cadena media interna, la proteína trifuncional (TFP). La TFP es 


(MCAD, “medium-chain acyl-CoA-dehydrogenase”) y un heterooctámero de subunidades a,0,. Cada subuni- 
ácidos grasos de cadena corta (SCAD, *short-chain dad a contiene dos actividades, la enod-CoA hidratasa y 
acyl-CoA-dehydrogenase”) actúan, respectivamente, la P-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa; las subunidades £ 
sobre ácidos grasos de 4 a 14 y de 4 a 8 carbonos. La contienen la actividad tiolasa. Esta estrecha asociación 
VLCAD se encuentra en la membrana mitocondrial de tres enzimas puede permitir la canalización eficiente 
interna; MCAD y SCAD en la matriz Los tres isozimas del sustrato de un sitio activo al siguiente sin difusión 
son flavoproteínas con FAD fuertemente unido (véase la de los intermediarios desde la superficie enzimática. 
Fig. 13-27) como grupo prostético. Los electrones elimi- Cuando la TFP ha acortado la cadena de acilo graso a 12 
nados del acil graso-CoA se transfieren al FAD, y la o menos carbonos, las siguientes oxidaciones son cata- 
forma reducida de la deshidrogenasa cede inmediata- lizadas por un conjunto de cuatro enzimas solubles de la 
mente sus electrones a un transportador electrónico de matriz. 
la cadena respiratoria mitocondrial, la flavoproteína Tal como se ha señalado anteriormente, el enlace 
transferidora de electrones (ETF) (véase la Fig. simple entre los grupos metileno (—CH,—) de los áci- 
19-15). La oxidación catalizada por una acil-CoA deshi- dos grasos es relativamente estable. La secuencia de la 
drogenasa es análoga a la deshidrogenación del succina- fP-oxidación constituye un mecanismo elegante para 
to en el ciclo del ácido cítrico; en ambas reacciones el desestabilizar y romper estos enlaces. Las primeras tres 
enzima está unido a la membrana interna, se introduce reacciones de la f£oxidación crean un enlace C—C 
un doble enlace en un ácido carboxílico entre los átomos ~ mucho menos estable, en el que el carbono a (C-2) está 
de carbono «a y $5, el FAD actúa de aceptor de electrones unido a dos carbonos carbonílicos (el intermediario 
y los electrones de la reacción entran finalmente en la P-cetoacil-CoA). La función cetona del carbono 4 (C-3) 
cadena respiratoria y pasan al O,, produciéndose la sín- to convierte un una buena diana para el ataque nucleofí- 
tesis concomitante de alrededor de 1,5 moléculas de lico a cargo del -SH del coenzima A, catalizado por la 
ATP por par de electrones. tiolasa. La acidez del hidrógeno « y la estabilización por 
En el segundo paso del ciclo de la 4-oxidación (Fig. resonancia del carbanión generado por la pérdida de 
17-8a), se adiciona agua al doble enlace del trans-A?- este hidrógeno convierten al grupo —CH,—CO—5-CoA 
enoil-CoA para formar el estereoisómero 1 del G-hi- en un buen grupo saliente, lo que facilita la rotura del 
droxiacil-CoA (también denominado 3-hidroxia- enlace a-ĝ. 
cil-CoA). Esta reacción, catalizada por la enoil-CoA Ya hemos visto una secuencia de reacciones casi 
hidratasa, es formalmente análoga a la reacción de la idéntica con estos cuatro pasos de la oxidación de áci- 
fumarasa del ciclo del ácido cítrico, en la qu adicio- s grasos en las reacciones del ciclo del ácido cítrico 
na H,O a un doble enlace a-f. to y el oxalacetato (véase la Fig. 16-7). 
En el tercer paso, se deshidrogena el 1-9-hidroxia- na secuencia de reacciones casi idéntica tiene lugar 
cil-CoA para formar B-cetoacil-CoA por acción de la también en la ruta mediante la que los aminoácidos de 
P-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa; el NAD+ es el cadena ramificada (isoleucina, leucina y valina) se oxi- 
aceptor de electrones. Este enzima es absolutamente dan en tanto que combustibles (véase la Fig. 18-28), La 
específico para el estereoisómero 1 del hidroxiacil-CoA. Figura 17-9 muestra las características comunes de 
El NADH formado en esta reacción dona sus electrones estas tres secuencias, casi con toda certeza un ejemplo 
a la NADH deshidrogenasa, un transportador electró- de conservación de un mecanismo por duplicación géni- 
nico de la cadena respiratoria, y se forma ATP a partir ca y evolución de una nueva especificidad en los pro- 
de ADP al pasar los electrones al O,. La reacción catali- ductos enzimáticos de los genes duplicados. 


zada por la $-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa es análo- 
ga a la reacción de la malato deshidrogenasa del ciclo Los cuatro pasos de la -oxidación se repiten 


del ácido cítrico. : 
El cuarto y último paso del ciclo de la f-oxidación para generar acetil-CoA y ATP 


está catalizado por la acil-CoA acetiltransferasa, En un paso a través de la secuencia de la P-oxidación, 
más comúnmente denominada tiolasa, que promueve se eliminan una molécula de acetil-CoA, dos pares de 
la reacción entre el £-cetoacil-CoA y una molécula de electrones y cuatro protones (H*) del acil graso-CoA de 
coenzima A libre para dar lugar a la separación del frag- cadena larga, acortándolo en dos átomos de carbono. La 
mento carboxilo terminal de dos carbonos de la cadena ecuación correspondiente a un solo paso, comenzando 
original de ácido graso en forma de acetil-CoA. El otro con el éster de coenzima Á de nuestro ejemplo, el pal- 
producto es el tioéster de coenzima A del ácido graso mitato, es 

con dos carbonos menos (Fig. 17-8a). Esta reacción se Palmitil-CoA + CoA + FAD + NAD" + H,O — 

conoce como t0lgis, por analogía con el proceso de miristil-CoA + acetil-CoA + FADH, + NADH +H' (17-2) 


hidrólisis, dado que el 8-cetoacil-CoÀ se rompe por RE i k 
reacción con el grupo tiol del coenzima A. La reacción Después de la eliminación de una unidad de acetil-CoA 


de la tiolasa es el inverso de una condensación de Clai- del palmitil-CoA, queda el tioéster de coenzima A del 
sen (véase la Fig. 13-4). ácido graso de cadena acortada (en este caso el mirista- 

Los tres últimos pasos de esta secuencia de cuatro to de 14 carbonos). El miristil-CoA puede volver a 
pasos están catalizados por uno de dos conjuntos de entrar ahora en otra serie de cuatro reacciones de 
enzimas, según sea la longitud de la cadena de acilo B-oxidación, exactamente análogas a las primeras, para 
graso. Para cadenas de acilo graso de 12 o más carbo- generar una segunda molécula de acetil-CoA y lau- 
nos, las reacciones están catalizadas por un complejo ril-CoA, el tinéster del coenzima A y el laurato de 12 


multienzimático asociado a la membrana mitocondrial carbonos. En total se requieren siete pasos a través de 
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FIGURA 17-9 Secuencia de reacciones conservada que introduce una 
función carbonilo en el carbono Ø respecto a un grupo carboxilo. La 
ruta de la -oxidación de los acil grasos-CoA, la ruta del succinato al 


la secuencia de la S-oxidación para oxidar una TS 
de palmitil-CoA a ocho moléculas d etil-CoA 
17-8b). La reacción global es 


Palmitil-CoA + 7CoA + 7FAD + 7NAD" + 74,0 ——= 
8 acetil-CoA + 7FADH, + TNADH + 7H* 


Cada molécula de FADH, formada durante la oxidación 
del ácido graso cede un par de electrones a la ETF de 
la cadena respiratoria y se generan alrededor de 1,5 
moléculas de ATP durante la posterior transferencia de 
cada par de electrones al O,. De modo similar, cada 
molécula de NADH formada libera un par de electrones 
a la NADH deshidrogenasa mitocondrial, y la posterior 
transferencia de cada par de electrones al O, tiene 
como resultado la formación de alrededor de 2,5 molé- 
culas de ATP. Así, en cada uno de los pasos a través de 
la secuencia, se forman cuatro moléculas de ATP por 
cada unidad de dos carbonos eliminada. Obsérvese que 
en este proceso se produce también agua. La transfe- 
rencia de cada par de electrones desde el NADH o el 
FADH, al O, da lugar a la formación de una molécula de 
H,O copnocida como “agua metabólica”. La reducción 
del O, por el NADH consume también un H* por molé- 
cula de NADH: NADH + H* + M0, — NAD+ + H,O. En 
los animales que hibernan, la oxidación de ácidos gra- 
sos proporciona energía metabólica, calor y agua - 
todos ellos esenciales para la supervivencia de un ani- 
mal que no come ni bebe durante largos períodos de 
tiempo (Recuadro 17-1). Los camellos obtienen agua 
para suplementar el escaso suministro disponible en su 
medio natural, a través de la oxidación de grasas alma- 
cenadas en sus jorobas. 

La ecuación global de la oxidación del palmitil-CoA 
a ocho moléculas de acetil-CoA, incluyendo la transfe- 
rencia electrónica y la fosforilación oxidativa, es 
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Oxidación de isoleucina 
(leucina, valina) 


CH, 
CO 
N z i 


oxalacetato en el ciclo del ácido cítrico y la ruta mediante la que los 
esqueletos carbonados desaminados de la isoleucina, teucina y valina se 
oxidan como combustibies, utilizan la misma secuencia de reacciones. 


Palmitil-CoA + 7CuA + 70, + 28P, + 28ADP ——= 
8 acetil-CoA + 28ATP + 7H,O (17-4) 


inuar oxidándose vía ciclo 
del ácido cítrico 


El acetil-CoA producido en la oxidación de los ácidos 
grasos puede oxidarse a CO, y H,O a través del ciclo del 
ácido cítrico. La siguiente ecuación representa el balan- 
ce de la segunda fase de la oxidación del palmitil-CoA, 
juntamente con las fosforilaciones acopladas de la ter- 
cera fase: 


8 Acetil-CoA + 160, +80P, + 80ADP — 
8CoA + BOATP + 16C0, + 16H,0 (17-5) 


Combinando las ecuaciones 17-4 y 17-5, obtenemos la 
ecuación global para la oxidación completa de palmi- 
til-CoA a dióxido de carbono y agua: 


Palrnitil-CoA + 230, + 108P, + 108ADP — 
CoA + 108ATP + 16CO, + 23H,0 (17-6) 


En la Tabla 17-1 se resumen los rendimientos de NADH, 
FADH, y ATP en los pasos sucesivos de la oxidación del 
palmitil-CoA. Puesto que la activación del palmitato a 
palmitil-CoA rompe los dos enlaces anhídrido fosfórico 
del ATP (Fig. 17-5), el coste energético de la activación 
de un ácido graso es equivalente a dos ATP y, por tanto, 
la ganancia neta por molécula de palmitato es de 106 
ATP. La variación de energía libre estándar para la oxi- 
dación del palmitato a CO, y H,O es de aproximadamen- 
te 9.800 kJ/mol. En condiciones estándar se recuperan 
106 x 30,5 kJ/mol = 3.230 kJ/mol (aproximadamente el 
33% del máximo teórico). Sin embargo, si se calculan 
las variaciones de energía libre a partir de las concentra- 
ciones reales de reactivos y productos en las condicio- 
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RECUADRO 17-1 


Una siesta que dura un largo invierno: 


la oxidación de grasas durante la hibernación 


Muchos animales dependen de sus depósitos de grasa 
para obtener energía durante la hibernación, durante 
los períodos migratorios y en otras situaciones en las 
que se produzcan ajustes metabólicos radicales. Uno 
de los ajustes más pronunciados del metabolismo 
lipídico se produce durante la hibernación del oso 
pardo. Estos animales permanecen en un letargo con- 
tinuo que puede durar hasta siete meses. A diferencia 
de la mayoría de especies hibernantes, el oso mantie- 
ne su temperatura corporal de unos 31*C, cercana a 
la normal (sin hibernar) (-40%C). A pesar de que 
consume aproximadamente 25.000 kJ/día (6.000 kcal/ 
día), el oso no come, bebe, orma ni defeca durante 
meses seguidos. Su ritmo cardíaco desciende desde 
90 a 8 pulsaciones por minuto y su respiración dismi- 
nuye desde 6 a 10 inspiraciones a aproximadamente 
una inspiración por minuto. Tal como veremos en el 
Capítulo 19, la transferencia de electrones mitocon- 
drial puede desacoplarse de la producción de ATP por 
lo que toda la energía de la oxidación de combustible 
se disipa en forma de calor con el fin de mantener una 
temperatura corporal cercana a la normal frente a las 
temperaturas ambientales mucho más bajas. 
Estudios experimentales han demostrado que el 
oso gris en hibernación utiliza únicamente grasa cor- 
poral como combustible. La oxidación de 
porciona energía suficiente para mantener l - 
tura corporal, la síntesis activa de aminoácidos y pro- 
teínas y otras actividades que requieren energía, como 
por ejempio el transporte a través de membranas. La 
oxidación de grasas también libera grandes cantidades 
de agua, tal como se describe en el texto, lo que repo- 
ne el agua perdida en la respiración. El glicerol libera- 
do en la degradación de los triacilgliceroles se convier- 
te en glucosa sanguínea a través de la gluconeogéne- 
sis. La urea formada durante la degradación de ami- 
noácidos es reabsorbida en los riñones y reciclada, 
siendo utilizados los grupos amino para formar nuevos 
aminoácidos para mantener las proteínas corporales. 


Un oso pardo prepara su nido de hibernación, cerca del río McNeil en Canadá. 
[Fuente: StouHer Productions/ Animals Animals] 


Los osos almacenan una cantidad enorme de 
grasa corporal en preparación para su largo sueño. 
Un oso pardo adulto consume unos 38,000 kJ/día 
durante el final de la primavera y el verano, pero al 
aproximarse el invierno, los oso se alimentan durante 
20 horas al día y consumen hasta 84.000 kJ diaria- | 
mente. Este aumento en la alimentación es una res- 
puesta a un cambio estacional en la secreción hormo- 
nal. A partir de la enorme cantidad de glúcidos con- 
sumidos durante el período de alimentación intensiva 
se forman grandes cantidades de triacilgliceroles. El 
oso emergirá de la hibernación habiendo perdido del 
15% al 40% de su peso corporal máximo. 

El sueño invernal de los osos se denomina, a 
veces, letargia y difiere en aspectos importantes del 
comportamiento hibernante de un grupo de peque- 
ños animales que experimentan períodos alternos de 
temperatura corporal alta y baja. En estos animales, 
la temperatura corporal se acerca a la temperatura 
ambiente, próxima a 0°C, durante gran parte del 
tiempo de hibernación, pero aumenta casi al nivel 
pre-hibernal durante breves períodos de vigilia. 
Durante estos períodos, los animales comen, beben y 
defecan. En la ardilla ártica (Urocitellus parryii), 

or ejemplo, la temperatura corporal (37°C pre-hi- 
ión) Si Te uye a 0°C durante la hibernación | 

: pr respiración disminuye a menos del | 

% del ritmo pre-hibernación. | 

Estudios sobre los mecanismos de hibernación 
pueden proporcionar conocimientos acerca de diver- 
sos problemas de la medicina humana; por ejemplo, 
reducir la velocidad del metabolismo de órganos 
donados para transplante podría extender su período 
de viabilidad. Y si las personas han de realizar largos ! 
viajes al espacio, la inducción de un estado similar a 
la letargia podría aliviar la monotonía de las misiones 
largas así como conservar recursos a bordo tales 
como alimentos y oxígeno. 


TABLA 17-1 


| B-Oxidación 
| Acil-CoA deshidrogenasa 
| 5-Hidroxiacil-CoA deshidrogenasa 
| Ciclo del ácido cítrico 
Isocitrato deshidrogenasa 
a-Cetoglutarato deshidrogenasa 
Sueccinil-CoA sintetasa 
Succinato deshidrogenasa 
Malato deshidrogenasa 
Total 


m 
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Rendimiento en ATP de la oxidación de una molécula de palmitil-CoA a CO. y H,O 


7 FADH, 10,5 
7 NADH 17,5 
8 NADH 20 
8 NADH 20 
8? | 

8 FADH, 12 | 
8 NADH 20 

108 


Estos cálculos suponen que la fosforitación s oxidativa mitocondrial produce 1,5 ATP por FADH, oxidado y 2,5 ATP por NADH oxidada. 
tE] GTP producido directamente en este paso genera ATP en una reacción catalizada por la nucleósido difosfato quinasa. 


nes intracelulares (véase el Ejemplo práctico 13-2, p. 
509), la recuperación de energía libre es de más del 
60%; la conservación de energía es notablemente efi- 
ciente. 


La oxidación de ácidos grasos insaturados requiere 
dos reacciones adicionales 


mos de describir es típica de los ácid 
(esto es, que poseen solamente e 
cadena carbonada). Sin embargo, la AA de los å 
dos grasos de los triacilgliceroles y fosfolípidos de ani- 
males y plantas son insaturados, con uno o más enlaces 
dobles. Estos enlaces se encuentran en la configuración 
cis y no pueden actuar como sustratos de la enoil-CoA 
hidratasa, el enzima que cataliza la adición de H,O al 
doble enlace en trans del A*-enoil-CoA generado duran- 
te la S-oxidación. Se necesitan dos enzimas adicionales 
para la ¿oxidación de los ácidos grasos insaturados 
comunes: una isomerasa y una reductasa. Se ilustrará la 
función de estas reacciones auxiliares con dos ejemplos. 
El oleato es un ácido graso monoinsaturado abun- 
dante, de 18 átomos de carbono con un doble enlace en 
cis entre el C-9 y el C-10 (cuya notación es A*). En el 
primer paso de la oxidación, el oleato se convierte en 
oleil-CoA que, al igual que los ácidos grasos saturados 
entra en la matriz mitocondrial vía lanzadera de la car- 
nitina (Fig. 17-6). A continuación el oleil-CoA pasa por 
tres veces a través del ciclo de oxidación de ácidos gra- 
sos para generar tres moléculas de acetil-CoA y el éster 
del coenzima A de un ácido graso insaturado A? de 12 
carbonos, el cis- A? -dodecenoil-CoA (Fig. 17-10). 
Este producto no sirve como sustrato para la enoil-CoA 
hidratasa, que solamente actúa sobre los enlaces dobles 
en trans. El enzima auxiliar A?*,A?-enoil-CoA isomera- 
sa isomeriza el cis-A*-enoil-CoA para dar lugar a trans- 
A*-enoil-CoA, que es convertido por la enoil-CoA hidra- 
tasa en el correspondiente 1-9-hidroxiacil-CoA 
(trans-A*-dodecenoil-CoA). Sobre este intermediario 
actúan ahora los restantes enzimas de la -oxidación 
para generar acetil-CoA y el éster del coenzima A de un 
ácido graso saturado de 10 carbonos, decanil-CoA. Este 


último sufre cuatro pases más a través de la ruta para 
dar otras cinco moléculas de acetil-CoA. En total, se 
producen nueve moléculas de acetil-CoA a partir de una 
molécula de oleato de 18 carbonos. 

El otro enzima auxiliar (una reductasa) actúa en la 
oxidación de ácidos grasos poliinsaturados -por ejemplo 
el linoleato de 18 carbonos, que tiene la configuración 
cis-A?, cis-A*? (Fig. 17-11). El linoleil-CoA pasa por 
tres veces a través de la secuencia de la $-oxidación y 
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FIGURA 17-10 Oxidación de un ácido graso monoinsaturado. Se 
muestra como ejemplo el ácido oleico, en forma de oleil-CoA (A*. La 
oxidación requiere un enzima adicional, la enoil-CoA isomerasa, para 
reposicionar el doble enlace, convirtiendo el isómero cis en el isómero 
trans, un intermediario normal de la B-oxidación. 
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puede ser utilizado por los enzimas de la ruta de la 
f-oxidación; sus enlaces dobles se encuentran én posi- 
ción y configuración inadecuadas (cis y no trans). Sin 
embargo, la acción combinada de la enoil-CoA isomera- 
sa y la 2,4-dienoil-CoA reductasa, tal como se mues- 
tra en la Figura 17-11, transforma este intermediario en 
uno que puede entrar en la ruta de la 4+oxidación y su 
degradación a seis acetil-CoA. El resultado global es la 
conversión del linoleato en nueve moléculas de ace- 
til-CoA. 


La oxidación completa de ácidos grasos de cadena impar 
requiere tres reacciones adicionales 


A pesar de que la mayoría de lípidos naturales contie- 
nen ácidos grasos con número par de átomos de carbo- 
no, los ácidos grasos de número impar de carbonos son 
comunes en los lípidos de muchas plantas y algunos 
organismos marinos. El ganado bovino y otros rumian- 
tes producen gran cantidad de propionato (CH,— 
CH,—C00>) de tres carbonos durante la fermentación 
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FIGURA 17-11 Oxidación de un ácido graso poliinsaturado. Como 
ejemplo se muestra el ácido linoleico, en forma de linoleil-CoA (A*'2), La 
oxidación requiere un segundo enzima auxiliar además de la enoit-CoA 
isomerasa: la 2,4-dienoil-CoA reductasa dependiente de NADPH. La 
acción combinada de estos dos enzimas convierte un intermediario 
trans- A? cis-A*-dienoil-CoA en el sustrato trans-A*-enoil-CoA necesa- 
rio para la P-oxidación. 


de los glúcidos en el rumen. El propionato así formado 
se absorbe en la sangre y es oxidado en el hígado y otros 
tejidos. 

Los ácidos grasos de cadena larga e impar se oxi- 
dan a través de la misma ruta que los ácidos de número 
par de átomos de carbono, empezando por el extremo 
carboxilo de la cadena. Sin embargo, el sustrato del 
último paso a través de la secuencia de la S-oxidación 
es un acil graso-CoA en el que el ácido graso tiene cinco 
átomos de carbono. Cuando éste sufre la oxidación y 
rotura, los productos son acetil-CoA y propionil-CoA. 
El acetil-CoA puede oxidarse a través del ciclo del 
ácido cítrico, por supuesto, pero el propionil-CoA entra 
en una ruta enzimática diferente en la que participan 
tres enzimas. 

En primer lugar el propionil-CoA se carboxila para 
formar el esterevisómero d del metilmalonil-CoA 
(Fig. 17-12) por acción de la propionil-CoA carboxi.- 
lasa, que contiene biotina como cofactor. En esta reac- 
ción enzimática, al igual que en la reacción de la piruva- 
to carboxilasa (véase la Fig. 16-17), el CO, (o su ión 
hidratado, HCO,-) se activa por unión a la biotina antes 
de ser transferido al sustrato, en este caso el propiona- 
to. La formación del intermedio carboxibiotina requiere 
energía, que es proporcionada por el ATP. El d-metilma- 
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FIGURA 17-12 Oxidación del propionil-CoA producido en la 3-oxida- 
ción de ácidos grasos de cadena impar. En la secuencia interviene la 
carboxilación del propionil-CoA a d-metilmalonil-CoA y la conversión de 
este último en succinil-CoA. Esta conversión requiere la epimerización 
de d- a I-metilmalonil-CoA, seguida por una reacción extraordinaria en la 
que los sustituyentes de carbonos adyacentes intercambian sus posicio- 
nes (véase el Recuadro 17-2). 


lonil-CoA así formado se epimeriza enzimáticamente a 
su esterecisómero 1 por acción de la metilmalo- 
mil-CoA epimerasa (Fig. 17-12). El i-metilmalo- 
nil-CoA experimenta entonces una reestructuración 
intramolecular para formar succinil-CoA, que puede 
entrar en el ciclo del ácido cítrico. Esta reestructura- 
ción está catalizada por la metilmalonil-CoA mutasa, 
que requiere como coenzima 5”-desoxiadenosilcoba- 
lamina o coenzima B,,, derivado de la vitamina B. 
(cobalamina). El Recuadro 17-2 describe el papel del 
coenzima B,, en esta notable reacción de intercambio. 


La oxidación de ácidos grasos está estrictamente regulada 


La oxidación de los ácidos grasos consume un combus- 
tible precioso, y está regulada de manera que sólo tenga 
lugar cuando la necesidad de energía del organismo lo 
requiera. En el hígado, el acil graso-CoA formado en el 
citosol puede seguir dos rutas principales: (1) $-oxida- 
ción a cargo de enzimas mitocondriales o (2) conversión 
en triacilgliceroles y fosfolípidos a cargo de enzimas 
citosólicos. La vía escogida depende de la velocidad de 
transferencia de los acil graso-CoA de cadena larga a la 
mitocondria. El proceso de tres pasos (lanzadera de la 
carnitina) por el que se transportan grupos acilo grasos 
de los acil graso-CoA citosólicos a la matriz mitocondrial 
(Fig. 17-6) constituye el paso linitante de la velocidad 
de oxidación de ácidos grasos, y es un punto de regula- 
ción importante. Una vez los grupos acilo grasos han 
entrado en la mitocondria siguen obligatoriamente el 
proceso de oxidación hasta acetil-CoA. 

La concentración de malonil-CoA( el, 
mediario de la biosíntesis citosólica de 44 
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FIGURA 17-13 Regulación coordinada de ia síntesis y degradación 
de ácidos grasos, Cuando la dieta proporciona una fuente fácilmente 
disponible de glúcido como combustible, la $8-oxidación de los ácidos 
grasos no es necesaria y está, por tanto, inhibida. Para la coordinación 
del metabolismo de los ácidos grasos son claves dos enzimas: la ace- 
til-CoA carboxilasa (ACC), primer enzima de la síntesis de ácidos gra- 
sos (véase la Fig. 21-) y la carnitina acil transferasa 1, que limita el 
transporte de ácidos grasos al interior de la matriz mitocondrial para la 
B-oxidación (véase la Fig. 17-6). La ingestión de una comida rica en glú- 
cidos aumenta el nivel sanguíneo de glucosa y, así, @ desencadena la 
liberación de insulina. (Y) La proteina fosfatasa dependiente de insulina 
desfosforila la ACC, activándola. @ la ACC cataliza la formación de 
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cadena larga a partir de acetil-CoA (véase la Fig. 21-2), 
aumenta siempre que el animal recibe un suministro 
abundante de glúcidos; el exceso de glucosa que no 
puede oxidarse o almacenarse en forma de glucógeno se 
convierte en ácidos grasos en el citosol para su almacena- 
miento como triacilgliceroles. La inhibición de la carniti- 
na aciltransferasa 1 por el malonil-CoA (Figura 17-13) 
garantiza la inhibición de la oxidación de ácidos grasos 
siempre que el hígado reciba un suministro abundante de 
glucosa como combustible y fabrique activamente triacil- 
gliceroles a partir del exceso de glucosa. 
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X rá 
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Dos de los enzimas de la 9-oxidación también están 
regulados por metabolitos que señalan que existe ener- 
gía suficiente. Cuando la relación [NADH//[NAD+] es 
elevada, la 4-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa está inhi- 
bida; además, concentraciones elevadas de acetil-CoA 
inhiben la tiolasa. 

Recuerde del Capítulo 15 que durante los períodos 
de contracción muscular vigorosa o durante el ayuno, el 
descenso de la [ATP] y el aumento de la [AMP] activan 
la AMPK, la proteína quinasa activada por AMP. La 
AMPK fosforila diversos enzimas diana, entre ellos la 
acetil-CoA carboxilasa, que cataliza la síntesis de malo- 
nil-CoA. Esta fosforilación y, en consecuencia, la inhibi- 


ELN acetil-CoA carboxilasa disminuye la concen- 
A e malonil-CoA, y elimina la inhibición del 
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malonil-CoA (el primer intermediario de la síntesis de ácidos grasos) y 
el O matonil-CoA inhibe la carnitina aciltransferasa 1 impidiendo de 
este modo la entrada de ácidos grasos a la matriz mitocondrial Cuando 
disminuyen los niveles sanguíneos de glucosa entre las comidas, @ la 
liberación de glucagón activa la proteína quinasa dependiente de cAMP 
(PKA) que O fosforila e inactiva la ACC. La concentración de malo- 
nil-CoA desciende, la inhibición de la entrada de ácidos grasos en la 
mitocondria disminuye y @ los ácidos grasos entran a la matriz mito- 
condrial y @ se convierten en el combustible principal. Dado que el 
glucagón también desencadena la movilización de ácidos grasos en el 
tejido adiposo, empieza a llegar a la sangre un suministro de ácidos 
grasos. 
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RECUADRO 17-2 Coenzima B.,: una solución radical a un problema desconcertante 


i En la reacción de la metilmalonil-CoA mutasa (véase 


| la Fig. 17-12), el grupo -CO-S-CoA en C-2 del propio- i coenzima B,, 
' nato original cambia su posición con un átomo de : | 
hidrógeno en el C-3 del propionato original (Fig. la). maliimakonii-CoA 
El coenzima B,, es el cofactor de esta reacción, y tam- 
i| bién lo es de la mayoría de enzimas que catalizan reac- EPA 
i| ciones de este tipo general (Fig. 1b). Estos procesos 
| dependientes del coenzima B,, se cuentan entre las e Ai. coenzima By PES 
i| pocas reacciones enzimáticas en biología en las que se |] A UN 
| produce el intercambio de un grupo alquilo o de un AA X 
i} grupo alquilo sustituido (X) con un átomo de hidróge- FIGURA 1 


no de un carbono adyacente, sin que se produzca 
intercambio entre el átomo de hidrógeno transferi- 
do y el hidrógeno del disolvente, H,O. ¿Cómo es razón de que las plantas no contengan vitamina B,,.) 
posible que el átomo de hidrógeno se traslade de un La disociación produce un radical 5'”-desoxiadenosilo y 
carbono a otro sin mezclarse con el enorme exceso de la forma Co** de la vitamina. La función química de la 
| 
1 


átomos de hidrógeno del disolvente? 5'-desoxiadenosilcobalamina es la de generar radicales 

El coenzima B,, es la forma cofactor de la vitami- libres de la manera descrita, con lo que se inicia una 
na B,,, la única de las vitaminas que contiene, además serie de transformaciones tales como las ilustradas en 
esencial, el cobalto. El complejo sistema anular de do para la reacción catalizada por la metilmalonil-CoA 
corrina de la vitamina B,,, (en color azul en la Fig. 2), mutasa y otras transformaciones dependientes del 
en el que se coordina el cobalto (en su forma Co?**), coenzima B,,. En este mecanismo propuesto, el átomo 
está relacionado químicamente con el sistema anular de hidrógeno que migra no existe nunca en forma libre 


de porfirina del grupo hemo y de las hemoproteínas ni está por tanto posibilitado para intercambiarse 
(véase la Fig. 5-1). Una quinta posición de coordina- libremente con el hidrógeno de las moléculas de agua 


ción del cobalto está ocupada por el dimetilbencimi- circundantes. 
dazol ribonucleótido (sombreado en ), unido 

covalentemente por su grupo fosfato en 3 0 
cadenas laterales del anillo de corrina a t fr ON H 


de una molécula orgánica compleja, un oligoelemento la Figura 4, donde se muestra un mecanismo postula- 

aminoisopropanol. La formación de este cofactor 

complejo se produce en una de las dos únicas reaccio- eds 

nes conocidas en las que se escinde trifosfato del ATP ` denosina | w 

(Fig. 3); la otra reacción es la formación de S-adeno- 

silmetionina a partir de ATP y metionina (véase la Fig. 

i| 18-18). 

| La vitamina B,, se suele aislar en forma de cianoco- 
| balamina, que contiene un grupo ciano (adquirido 
| durante el proceso de purifica- 

ción) unido al cobalto en su 

sexta posición de coordinación. 


Sistema 
anular 
de corrina 


En la 5*"-desoxiadenosilcoba- 
lamina, el cofactor de la metil- 
malonil-CoA mutasa, el grupo 
ciano está reemplazado por el Ys“ 
grupo 5'-desoxiadenosilo (en — y, 
rojo en la Fig. 2), unido coyalen- 
temente al cobalto a través del 
C-5'. La estructura tridimensio- 


| 
| 
nal del cofactor fue determina- \ Aminoisopropanol 
Dorothy Crowfoot Hodgkin, da por Dorothy Crowfoot Hodg- HN 
1910-1994 kin en 1956, mediante cristalo- 
[Fuente: Bettmann/Corbis. ] grafía de rayos X. 
La clave para comprender el modo en que el coen- Dimetilben- | 
zima B,, cataliza el intercambio de hidrógeno reside en or 
| las propiedades del enlace covalente entre el cobalto y | 
| el C-£' del grupo desoxiadenosilo (Fig. 2). Este enlace 
es relativamente débil; la simple iluminación del com- 
| puesto con luz visible es capaz de romper este enlace 


Co-C. (Esta extrema fotolabilidad es probablemente la FIGURA 2 


Ls 000 A A A KAKI A a aa a 5 A A A A mm A AAA A A A AA A A A AAA A A A 


O” 
ATP 
Cobalamina 
10) O o 
i il fi 
i E. ai 
o” o” O” 


Coenzima Bp 


NH3 


FIGURA 3 


g 


as 
Desoxiadenosina 


17.2 Oxidación de los ácidos grasos 


La carencia de vitamina B, provoca la aparición 
de una grave enfermedad. Esta vitamina no se 
sintetiza ni en plantas ni en animales y sólo pueden 
sintetizarla unas pocas especies de microorganismos. 
Las necesidades de la vitamina son muy bajas, de unos 
3 g/día, en las personas sanas. La grave enfermedad 
denominada anemia perniciosa resulta de la incapa- 
cidad de absorber de forma eficiente la vitamina B,, 
desde el intestino, donde es sintetizada por las bacte- 
rias intestinales o bien obtenida a partir de la ingestión 
de carne. Los individuos que sufren esta enfermedad 
no producen una cantidad suficiente de factor intrín- 
seco, una glucoproteína esencial para la absorción de 
la vitamina B, La patología de la anemia perniciosa 
incluye una disminución en la producción de eritroci- 
tos, bajos niveles de hemoglobina y un grave y progre- 
sivo deterioro del sistema nervioso central. En algunos 
casos, la administración de grandes dosis de vitamina 
B,, alivia estos síntomas. E 
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transporte de acil graso-carnitina a la mitocondria (Fig. 
17-13) lo que permite que la -oxidación reponga el 
suministro de ATP. 


La síntesis de proteínas para el catabolismo lipídico 
es activada por factores de transcripción 


Además de los diferentes mecanismos reguladores a 
corto plazo que modulan la actividad de los enzimas 
existentes, la regulación de la transcripción puede 
cambiar el número de moléculas de los enzimas de la 
oxidación de los ácidos grasos en una escala de tiempo 
que va de minutos a horas. La familia PPAR de recep- 
tores nucleares son factores de transcripción que afec- 
tan muchos procesos metabólicos en respuesta a diver- 
sos ligandos tipo ácido graso. (Originalmente se reco- 
nocieron como receptores de peroxisomas activados 
por proliferador, pero más tarde se encontró que 


tenían una función más amplia). El PPARa actúa en el . 


músculo, tejido adiposo e hígado para poner en funcio- 
namiento un conjunto de genes esencial para la oxida- 
ción de ácidos grasos entre los que se cuentan el trans- 
portador de ácidos grasos, las carnitina aciltransferasas 
1 y 2, las acil graso-CoA deshidrogenasas para cadenas 
acilo cortas, medianas, largas y muy largas y enzimas 
relacionados. Esta respuesta se desencadena cuando 
una célula u organismo presenta una demanda superior 
de energía del catabolismo de las grasas, tal como suce- 
de durante un ayuno entre comidas o en condiciones 
de inanición prolongada. El glucagón, liberado en res- 
puesta a una baja glucosa sanguínea, pue 
través del cAMP y el factor de transcripción 
activar ciertos genes que intervienen en el Aa a g 
lipídico. 

Otra situación acompañada de cambios importantes 
en la expresión de los enzimas de la oxidación de ácidos 
grasos es la transición del metabolismo fetal al neonatal 
en el corazón. En el feto los combustibles principales 
son la glucosa y el lactato, pero en el corazón neonatal, 
los ácidos grasos constituyen el combustible principal. 
En el momento de esta transición, se activa el PPARa 
que, a su vez, activa los genes esenciales para el meta- 
bolismo de los ácidos grasos. Tal como veremos en el 
Capítulo 23, hay otros dos factores de transcripción de 
la familia PPAR que también juegan papeles cruciales en 
la adopción de los complementos enzimáticos, y, por 
consiguiente, las actividades metabólicas, de tejidos 
específicos en momentos determinados (véase la Fig. 
23-43). 

Los sitios principales de la oxidación de ácidos gra- 
sos, tanto durante el descanso como durante el ejerci- 
cio, son el músculo esquelético y el cardíaco. El entre- 
namiento de fondo aumenta la expresión de PPARa en 
el músculo, lo que comporta un aumento en los miveles 
de los enzimas de oxidación de ácidos grasos y un 
aumento en la capacidad oxidante del músculo. 


Defectos genéticos de las acil graso-CoA deshidrogenasas 

producen enfermedades graves 

Los triacilgliceroles almacenados constituyen 
habitualmente la fuente principal de energía para 

la contracción muscular por lo que la incapacidad de 

oxidar ácidos grasos de los triacilgliceroles tiene conse- 


cuencias graves para la salud. El defecto genético más 
frecuente del catabolismo de los ácidos grasos en las 
poblaciones de los Estados Unidos y del norte de Euro- 
pa se debe a una mutación en el gen que codifica la 
acil-CoA deshidrogenasa de cadena media, men- 
cionadas anteriormente en este capítulo. Entre los 
europeos del norte la frecuencia de portadores (indivi- 
duos con esta mutación recesiva en uno de los dos cro- 
mosomas homólogos) es alrededor de 1 en 40 y aproxi- 
madamente 1 individuo de cada 10.000 sufre la enfer- 
medad, es decir, tiene dos copias del alelo MCAD 
mutante con lo que no puede oxidar ácidos grasos de 6 
a 12 carbonos. La enfermedad se caracteriza por episo- 
dios recurrentes de un síndrome que incluye la acumu- 
lación de grasa en el hígado, miveles sanguíneos eleva- 
dos de ácido octanoico (8:0), baja glucosa sanguínea 
(hipoglucemia), somnolencia, vómito y coma. Aunque 
los individuos pueden carecer de síntomas entre episo- 
dios, éstos son muy graves; la mortalidad de esta enfer- 
medad es entre el 25% y el 60% en la niñez. Si se detec- 
ta el defecto genético poco después del nacimiento, se 
puede empezar a alimentar al bebé con una dieta baja 
en grasa y rica en glúcidos. Con la detección temprana 
y un control cuidadoso de la dieta (entre los que se 
incluye evitar intervalos largos entre comidas para 
impedir que el cuerpo movilice sus reservas grasas para 
la obtención de energía) el pronóstico para estos indivi- 
duos es bueno. 
Para detectar rutinariamente posibles defectos 
` MRDOEDOR de la oxidación de los ácidos grasos en 
A 5. se determinan las concentraciones plas- 
-carnitma en una pequeña muestra de 


i andio. a falla la oxidación de ácidos grasos, se 


acumulan acil-carnitinas en la mitocondria, se transpor- 
tan al citosol y, a continuación, a la sangre en donde se 
pueden detectar por espectrometría de masas en tán- 
dem 

Se han descrito más de 20 defectos genéticos 
humanos en el transporte u oxidación de ácidos grasos, 
la mayoría mucho menos frecuentes que el defecto de la 
MCAD. Una de las enfermedades más graves es la que 
es debida a la pérdida de la actividad P-hidroxiacil-CoA 
deshidrogenasa de cadena larga de la proteína trifuncio- 
nal, TFP. Otras enfermedades son debidas a defectos en 
las subunidades a o 8 que afectan a las tres actividades 
de la TFP que dan lugar a enfermedad cardíaca grave y 
a músculo esquelético anormal. Y 


Los peroxisomas también llevan a cabo la (3-oxidación 


A pesar de que el sitio principal donde se lleva a cabo la 
oxidación de ácidos grasos en las células animales es la 
matriz mitocondrial, en ciertas células otros comparti- 
mientos también contienen los enzimas capaces de 
oxidar ácidos grasos a acetil-CoA a través de una ruta 
similar, aunque no idéntica, a la de la mitocondria. En 
las células vegetales el sitio principal de la 4 oxidación 
no son las mitocondrias sino los peroxisomas. 

En los peroxisomas, orgánulos celulares rodeados 
de membrana presentes en células animales y vegeta- 
les, los intermediarios de la 2-oxidación de los ácidos 
grasos son derivados del coenzima A, y el proceso cons- 
ta de cuatro pasos, al igual que en la oxidación mito- 
condrial (Fig. 17-14): (1) deshidrogenación, (2) adi- 
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sómico prefiere ácidos grasos de cadena muy larga; (2) en el primer 
paso oxidativo, los electrones pasan directamente al O, generando H,O, 
y (3) el NADH formado en el segundo paso oxidativo no puede ser 
reoxidado en el peroxisoma o en el glioxisoma, de forma que los equiva- 
lentes de reducción se exportan al citosol, pasando finalmente a la mito- 
condria. El acetil-CoA producido por los peroxisomas y glioxisomas tam- 
bién se exporta; el acetato de los glioxisomas (orgánulos que se 
encuentran sólo en las semillas en germinación) se utiliza como precur- 
sor biosintético (véase la Fig. 20-55). En las mitocondrias, el acetil-CoA 
producido sigue oxidándose en el ciclo del ácido cítrico. 


ción de agua al doble enlace resultante, (3) oxidación 
del $-hidroxiacil-CoA a una cetona y (4) rotura tiolítica 
a cargo del coenzima A. (Reacciones idénticas tienen 
lugar en los glioxisomas, orgánulos que solo se encuen- 
tran en las semillas en germinación). Como se verá a 
continuación, ). 

Una diferencia entre las rutas peroxisómica y mito- 
condrial radica en la química del primer paso (Fig. 
17-14). En los peroxisomas, la flavoproteína acil-CoA 
oxidasa que introduce el doble enlace pasa los electro- 
nes directamente al O,, produciendo H,O,. (De ahí el 
nombre de “peroxisomas”). Este oxidante fuerte y 
potencialmente peligroso se transforma inmediatamen- 
te en H,O y O, por la catalasa. Recuerde que en la 
mitocondria los electrones eliminados en el primer paso 
de la oxidación pasan a través de la cadena respiratoria 
hacia el O,, para producir H,O, y que este proceso está 
acompañado de síntesis de ATP. En los peroxisomas, la 
energía liberada en el primer paso de la oxidación de 
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ácidos grasos no se conserva como ATP, sino que se 
disipa en forma de calor. 
Una segunda diferencia importante entre la 
P-oxidación mitocondrial y la peroxisómica en 
los mamíferos reside en la especificidad respecto a los 
acil graso-CoA; el sistema peroxisómico es mucho más 
activo sobre los ácidos grasos de cadena muy larga tales 
como el ácido hexacosanoico (26:0) y sobre ácidos gra- 
sos ramificados tales como el ácido fitánico y el ácido 
pristánico (véase la Fig. 17-17). Estos ácidos grasos 
menos frecuentes se obtienen en la dieta a partir de 
productos lácteos, grasa de rumiantes, came y pescado. 
Su catabolismo en el peroxisoma requiere varios enzi- 
mas auxiliares característicos de este orgánulo. La inca- 
pacidad para oxidar estos compuestos es la responsable 
de varias enfermedades humanas graves. Los individuos 
con el síndrome de Zellweger no pueden fabricar 
peroxisomas por lo que carecen de todo el metabolismo 
propio de este orgánulo. En la adrenoleucodistrofia 
ligada al cromosoma X (XALD), los peroxisomas no 
pueden oxidar ácidos grasos de cadena muy larga, pare- 
ce que debido a la falta de un transportador funcional 
de estos ácidos grasos en la membrana peroxisómica. 
Ambos defectos llevan a la acumulación en la sangre de 
ácidos grasos de cadena muy larga, especialmente el 
26:0, La XALD afecta a chicos jóvenes de menos de 10 
años produciendo la pérdida de visión, alteraciones del 
comportamiento y muerte en unos pocos años. ™ 
Un nivel elevado de grasa en la dieta de un mamí- 
fero produce un aumento en la síntesis de enzimas de 
la B-oxidación peroxisómica en el hígado. Los peroxiso- 
hígado no contienen los enzimas del ciclo del 
rico y no pueden catalizar la oxidación del 
acetil-CoA a CO,. En su lugar, los ácidos grasos de 
cadena larga o ramificados se catabolizan a productos 
de cadena más corta, tales como el hexanil-CoA y se 
exportan a las mitocondrias para ser oxidados comple- 
tamente. Tal como veremos en el Capítulo 20, las semi- 
llas de plantas en germinación pueden sintetizar glúci- 
dos y muchos otros metabolitos a partir de acetil-CoA 
producido en los peroxisomas, utilizando una vía (el 
ciclo del glioxilato) que no se encuentra en los verte- 
brados. 


Los enzimas de la 9-oxidación de diferentes orgánulos 
han tenido una evolución divergente 


A pesar de que las reacciones de la $-oxidación en mito- 
condrias son esencialmente las mismas que las de los 
peroxisomas y glioxisomas, los enzimas (isozimas) son 
significativamente diferentes entre estos dos tipos de 
orgánulos. Estas diferencias son probablemente el refle- 
jo de una divergencia evolutiva que se produjo muy 
pronto, durante la separación de las bacterias gram-po- 
sitivas y gram-negativas (véase la Fig. 1-7). 

En las mitocondrias, cada uno de los cuatro enzi- 
mas de la S-oxidación que actúan sobre los acil-graso- 
CoA de cadena corta son proteínas individuales y solu- 
bles (tal como se dijo anteriormente), de estructura 
similar a los enzimas análogos presentes en bacterias 
gram-positivas (Fig. 17-15a). Las bacterias gram-nega- 
tivas tienen cuatro actividades en tres subunidades 
solubles (Fig. 17-15b) y el sistema enzimático de los 
eucariotas que actúa sobre ácidos grasos de cadena 
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(a) Bacterias gram-positivas y sistema 
mitocondrial específico de cadena corta 


Sustrato mi Do 


Sustrato 


4 Intermediario Producto 


(b) Bacterias gram-negativas 


(c) Sistema mitocondrial específico 
de cadenas muy largas 


Matriz Sustrato 
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Membrana 
interna 
w Enz, Acil-CoA deshidrogenasa 
intermediario Enz, Enoil-CoA hidratasa 
Intermediario Enz I-B-Hidroxiacil-CoA deshidrogenasa 


Enz, Tiolasa 
Enz, d-3-Hidroxiacil-CoA epimerasa 
Enz A? A*-Enoil-CoA isomerasa 


€d) Sistema peroxisómico y glioxisómico de plantas 


FIGURA 17-15 Los enzimas de la G6-oxidación. Aquí se muestran las diferentes estructuras de 
subunidades de los enzimas de la P-oxidación en bacterias gram-positivas y gram-negativas, 
mitocondrias y peroxisomas y glioxisomas vegetales. (a) Los cuatro enzimas de la J oxidación 
en bacterias gram-positivas son entidades solubles y separadas al igual que el sistema mitocon- 
drial específico para cadena corta. (b) En las bacterias gram-negativas, las cuatro actividades 
enzimáticas residen en tres polipéptidos; Enz, y Enz, forman parte de una cadena polipeptídica 
única. (ec) El sistema mitocondrial específico para cadenas muy largas también se compone de 
tres polipéptidos, uno de los cuales contiene las actividades de los enzimas Enz, y Enz,; en este 
caso, el sistema está unido a la membrana mitocondrial interna. {d} En los sistemas de la (4+oxi- 
dación peroxisómico y glioxisómico de plantas, los enzimas Enz, y Enz, son polipéptidos separa- 
dos, mientras que los enzimas Enz, y Enz,, así como dos enzimas auxiliares (Enz, y Enz,), forman 


parte de una única cadena polipeptidica, la proteína multifuncional MFP. 


brana (Fig. 17-15c). Sin embargo, los enzimás de! la 
fP-oxidación de los peroxisomas y glioxisomas de bla 
tas forman un complejo de proteínas, una de las cuales 
contiene cuatro actividades enzimáticas en una única 
cadena polipeptídica (Fig. 17-15d). El primer enzima, la 
acil-CoA oxidasa, es una cadena polipeptídica sencilla; 
la proteína multifuncional (MFP) contiene la segun- 
da y tercera actividades enzimáticas (enoil-CoA hidrata- 
sa e hidroxiacil-CoA deshidrogenasa) así como dos 
actividades auxiliares necesarias para la oxidación de 
ácidos grasos insaturados (d-3-hidroxiacil-CoA epime- 
rasa y A*, A*-enoil-CoA isomerasa); el cuarto enzima, la 
tiolasa, es un polipétido soluble diferente. 

Los enzimas que catalizan esencialmente el inverso 
de la 9-oxidación en la síntesis de ácidos grasos también 
están organizados de manera diferente en bacterias y 
eucariotas; en las bacterias, los siete enzimas necesarios 
para la síntesis de ácidos grasos son polipéptidos sepa- 
rados mientras que en los mamíferos las siete activida- 
des forman parte de una única cadena polipeptídica 
enorme (véase la Fig. 21-3a). Una ventaja para la célula 
de tener varios enzimas de la misma ruta codificados en 
una única cadena polipeptídica es que esto resuelve el 
problema de regular la síntesis de enzimas que han de 
interaccionar funcionalmente; la regulación de la expre- 
sión de un gen asegura la producción del mismo núme- 
ro de sitios activos de todos los enzimas de la vía. Cuan- 
do cada actividad enzimática se encuentra en un poli- 
péptido diferente se requiere algún mecanismo que 
coordine la síntesis de todos los productos génicos. La 
desventaja de tener varias actividades en la misma 
cadena polipeptídica es que cuanto más larga sea la 


sadena polipeptídica mayor será la posibilidad de algún 

è sis: un solo aminoácido incorrecto en la 
; TN hace que todas las actividades enzimáti- 
cas en aquella cadena sean inservibles. La comparación 
de las estructuras génicas de estas proteínas en muchas 
especies puede aportar alguna luz sobre las razones 


para la selección de una u otra estrategia durante la 
evolución. 


En el retículo endoplasmático tiene lugar la oxidación 
de los ácidos grasos 


Aunque la 9-oxidación mitocondrial, en la que los enzi- 
mas actúan sobre el extremo carboxílico de un ácido 
graso, es de lejos el destino catabólico más importante 
para los ácidos grasos en las células animales, en algu- 
nas especies, incluidos los vertebrados, existe otra ruta 
que implica la oxidación del carbono w (omega), el car- 
bono más distante del grupo carboxílico. Los enzimas 
exclusivos de la w-oxidación están localizados en el 
retículo endoplasmático del hígado y riñón, y los sustra- 
tos preferidos son los ácidos grasos de 10 6 12 átomos 
de carbono. En los mamíferos la w-oxidación es normal- 
mente una ruta minoritaria para la degradación de áci- 
dos grasos, pero cuando la -oxidación es defectuosa 
(debido a una mutación o a la deficiencia de carnitina, 
por ejemplo) se hace más importante. 

El primer paso introduce un grupo hidroxilo en el 
carbono w (Fig. 17-16). El oxígeno para este grupo 
proviene del oxígeno molecular (O,) a través de una 
reacción compleja en la que interviene el citocromo 
P450 y el dador de electrones NADPH. Las reacciones 
de este tipo están catalizadas por oxidasas de función 
mixta, descritas en el Recuadro 21-1. Otros dos enzimas 
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FIGURA 17-16 w-Oxidación de ácidos grasos ën 02 

plasmático, Esta alternativa a la 4-oxidación se inicia con la oxidación 
del carbono más alejado del carbono a -el carbono w (omega). El sus- 
trato es normalmente un ácido graso de cadena media; aquí se muestra 


el ácido láurico (laurato). Esta ruta no es, generalmente, la ruta principal 
del catabolismo oxidativo de los ácidos grasos. 


actúan a continuación sobre el carbono w: la alcohol 
deshidrogenasa oxida el grupo hidroxilo a un aldehido, 
y la aldehído deshidrogenasa oxida el grupo aldehído 
a un ácido carboxílico, produciendo un ácido graso con 
un grupo carboxílico en cada extremo. En este punto, 
cualquiera de los dos extremos puede unirse al coenzima 
A, y la molécula puede entrar en la mitocondria y expe- 
rimentar la oxidación por la ruta normal, liberando 
acetil-CoA y ácidos dicarboxílicos de 12, 10, 8, 6 y 4 
carbonos. El ácido de cuatro átomos de carbono (ácido 
succínico) puede entrar en el ciclo del ácido cítrico y 
experimentar oxidación como combustible. 


El ácido fitánico experimenta œ oxidación 
en los peroxisomas 


El ácido fitánico, un ácido graso de cadena larga 

con ramificaciones metilo, proviene de la cadena 
lateral de fitol de la clorofila (véase las Fig. 20-8). La 
presencia de un grupo metilo sobre el carbono 8 de este 
ácido graso impide la formación de un intermediario 
f-ceto con lo que la 4 oxidación es imposible. Las per- 
sonas obtienen ácido fitánico con la dieta, principalmen- 
te con los productos lácteos y con las grasas de animales 
rumiantes; los microorganismos del rumen de estos 
animales producen ácido fitánico al digerir la clorofila 


ATION 
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vegetal. La dieta occidental típica incluye de 50 a 100 
mg de ácido fitánico al día. 

El ácido fitánico se metaboliza en los peroxisomas 
mediante a:-oxidación, en la que un carbono es elimi- 
nado desde el extremo carboxilo del ácido (Fig. 
17-17), El fitanil-CoA se hidroxila en su carbono «, en 
una reacción en la que interviene el oxígeno molecular. 
El producto se descarboxila formando un aldehído con 
un carbono menos y a continuación se oxida al corres- 
pondiente ácido carboxílico que ahora no tiene sustitu- 
yente en el carbono 8. La posterior $-oxidación produce 
acetil-CoA y, posteriormente, propionil-CoA en sucesi- 
vos ciclos oxidativos., La enfermedad de Refsum, 
resultado de un defecto genético en la fitanil-CoA 
hidroxilasa, conduce a la acumulación de concentracio- 
nes muy elevadas de ácido fitánico en la sangre causan- 
do (por mecanismos desconocidos) déficits neurológi- 
cos graves, entre ellos ceguera y sordera. * 
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FIGURA 17-17 a-Oxidación de un ácido graso de cadena ramificada 
(ácido fitánico) en peroxisomas. El ácido fitánico tiene un carbono 8 
sustituido con un metilo por lo que no puede experimentar S-oxidación. 
La acción combinada de los enzimas que se muestran aquí eliminan el 
carbono carboxílico del ácido fitánico, lo que da ácido pristánico, en el 
que el carbono 8 no está sustituido, lo que permite la 8 oxidación. 
Observe que la 4-oxidación del ácido pristánico libera propionil-CoA y 
no acetil-CoA. El propionil-CoA prosigue su catabolismo tal como se 
muestra en la Figura 17-12. (Los detalles de la reacción que produce pris- 
tanal son aún objeto de controversia). 
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RESUMEN 17.2 Oxidación de ácidos grasos  - droxibutirato, para ser exportados a otros tejidos. (Œl 
término “cuerpos” proviene de un malentendido histórico; 
E Enla primera fase de la P-oxidación, cuatro reaccio- los compuestos son solubles en la sangre y en la orina, no 


nes eliminan cada una de las unidades de acetil-CoA del son particulados, y no todos ellos son cetonas). 
extremo carboxilo de un acil graso-CoA saturado: (1) 


deshidrogenación de los carbonos a y 8 (C-2 y C-3) por Bidi ds 
acil-CoA deshidrogenasas unidas a FAD, (2) hidratación 

del doble enlace irans-A* resultante por la enoil-CoA Acetona 
hidratasa, (3) deshidrogenación del 1-4 hidroxiacil-CoA O 
resultante por parte de la G-hidroxiacil-CoA deshidroge- c H cc 
nasa unida a NAD y (4) rotura por parte de la tiolasa y ll No- 
en presencia de CoA del f-cetoacil-CoA resultante, para a PE 
formar acetil-CoA y un acil graso-CoA acortado en dos 

carbonos. El acil graso-CoA acortado entra entonces de OH O 
nuevo en la secuencia. ra cH el 
© En la segunda fase de la oxidación de ácidos grasos j o- 


el acetil-CoA se oxida a CO, en el ciclo del ácido cítrico. 


; ns i à o-4-Hidroxibutirato 
Una parte importante del rendimiento teórico de ener- 


gía libre de la oxidación de ácidos grasos se recupera en La acetona, producida en menores cantidades que los 
forma de ATP mediante la fosforilación oxidativa en la demás cuerpos cetónicos, se exhala. El acetoacetato y 
fase final de la ruta oxidativa. el d-48-hidroxibutirato son transportados por la sangre a 
E El malonil-CoA, un intermediario temprano de la tejidos diferentes al hígado (los tejidos extrahepáticos), 
síntesis de ácidos grasos inhibe la carnitina aciltransfe- donde se convierten en acetil-CoA y se oxidan a través 
rasa 1, impidiendo la entrada de ácidos grasos en la del ciclo del ácido cítrico proporcionando gran parte de 
mitocondria. Esto bloquea la degradación de ácidos la energía necesaria para tejidos tales como los múscu- 
grasos cuando se produce la síntesis de los mismos. los esquelético y cardíaco y la corteza suprarrenal. El 
© Defectos genéticos en la acil-CoA deshidrogenasa de cerebro, que utiliza preferentemente glucosa como 
cadena media tienen como resultado una grave enferme- combustible, puede adaptarse al uso de acetoacetato o 
dad en humanos. Lo mismo ocurre con mutaciones en d-P-hidroxibutirato en condiciones de inanición, cuan- 
otros componentes del sistema de la P-oxidación. o no es posible disponer de glucosa. En esta situación, 
E La oxidación de ácidos grasos insaturad cer uede utilizar ácidos grasos como com- 
dos enzimas adicionales: la enoil-CoA isom TIAN a que no pueden atravesar la barrera 
2,4-dienoil-CoA reductasa. Los ácidos grasos de número hematoencefálica. La producción y exportación de 
impar de carbonos se oxidan mediante la ruta de la cuerpos cetónicos desde el hígado a los tejidos extrahe- 
B-oxidación dando acetil-CoA y una molécula de propio- páticos permite la oxidación continuada de ácidos gra- 
nil-CoA. El propionil-CoA se carboxila a metilmalo- sos en el hígado cuando el acetil-CoA no está siendo 
nil-CoA, que se isomeriza a succinil-CoA en una reac- oxidado en el ciclo del ácido cítrico. 

ción catalizada por la metilmalonil-CoA mutasa, un 

enzima que requiere coenzima B. Los cuerpos cetónicos formados en el hígado se exportan 


MM Los peroxisomas de plantas y animales, y los glioxi- i i 
somas de las plantas, llevan a cabo la 8-oxidación en a otros órganos como combustible 

cuatro pasos similares a los de la ruta mitocondrial en El primer paso de la formación de acetoacetato en el 
los animales. El primer paso de oxidación, sin embargo, hígado (Fig. 17-18) es la condensación enzimática de 
transfiere los electrones directamente al O, generando dos moléculas de acetil-CoA, catalizada por la tiolasa; 


H,O,. Los peroxisomas de los tejidos animales están esta reacción es simplemente la inversa del último paso 
especializados en la oxidación de ácidos grasos de cade- de la $-oxidación. A continuación, el acetoacetil-CoA se 
na muy larga y ácidos grasos ramificados. condensa con otra molécula de acetil-CoA para formar 
E La reacciones de la w-oxidación, que tienen lugar en el P-hidroxi-4-metilglutaril-CoA (HMG-CoA), que 
el retículo endoplasmático, producen intermediarios se rompe formando acetoacetato libre y acetil-CoA. El 
acil graso dicarboxílicos que pueden experimentar acetoacetato es reducido reversiblemente a d-£hi- 
B-oxidación en cualquier extremo, dando ácidos dicar- droxibutirato por acción del enzima mitocondrial d-ĝ-hi- 
boxílicos cortos tales como el succinato. droxibutirato deshidrogenasa. Este enzima es específi- 
ME Las reacciones de la a oxidación convierten ácidos co para el estereoisómero d; no puede actuar sobre los 
grasos de cadena ramificada como, por ejemplo, el ácido l-P-hidroxiacilCoA y es distinta de la 1-$-hidroxia- 
fitánico, a productos que pueden experimentar -oxida- cil-CoA deshidrogenasa de la ruta de la P-oxidación. La 
ción, dando acetil-CoA y propionil-CoA. diferencia en la esteroespecificidad de los dos enzimas 


que utilizan P-hidroxiaci-CoA como sustratos en la 

è degradación y síntesis de ácidos grasos significa que la 

17.3 Cuerpos cetónicos célula puede mantener fondos separados de 2hidroxia- 

En los seres humanos y en la mayoría de los mamíferos, el cil-CoA, previamente marcados ya sea para la degrada- 
acetil-CoA formado en el hígado durante la oxidación de ción o para la síntesis. 

los ácidos grasos puede entrar en el ciclo del ácido cítrico En las personas sanas, la acetona se forma en 

(fase 2 de la Fig. 17-7) o puede ser convertido en los muy pequeñas cantidades a partir del acetoace- 

“cuerpos cetónicos” acetona, acetoacetato y D-3-hi- tato, que es fácilmente descarboxilado ya sea espontá.- 
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FIGURA 17-18 Formación de cuerpos cetónicos a partir de ace- 
til-CoA. Los individuos sanos y bien alimentados producen cuerpos 
cetónicos a una velocidad relativamente baja. Cuando se produce una 
acumulación de acetil-CoA (como, por ejemplo, en la inanición o la dia- 
betes sin tratar), la tiolasa cataliza la condensación de dos moléculas de 
acetil-CoA a acetoacetil-CoA, el compuesto precursor de los tres cuer- 
pos cetónicos. Las reacciones de formación de cuerpos cetónicos se pro- 
ducen en la matriz de las mitocondrias del higado, El compuesto de seis 
átomos de carbono (+hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) es tam- 
bién un intermediario de la biosíntesis de esteroles, pero el enzima que 
forma HMG-CoA en esa ruta es citosólico. La HMG-CoA liasa sólo está 
presente en la matriz mitocondriai, 


neamente, o por acción de la acetoacetato descar- 
boxilasa (Fig. 17-18). Los diabéticos no sometidos a 
tratamiento producen grandes cantidades de acetoace- 
tato y por ello su sangre contiene cantidades significati- 
vas de acetona, que es tóxica. La acetona es volátil y 
confiere un olor característico al aliento, que a veces es 
de utilidad en el diagnóstico de la diabetes. $ 

En los tejidos extrahepáticos, el d-8-hidroxibutirato 
se oxida a acetoacetato por acción de la d-P5-hidroxibu- 
tirato deshidrogenasa (Fig. 17-19). El acetoacetato se 
activa formando su éster de coenzima A por transferen- 
cia del CoA del succinil-CoA, un intermediario del ciclo 
del ácido cítrico (véase la Fig. 16-7), en una reacción 
catalizada por la, también llamada tioforasa. A continua- 
ción, y por acción de la tiolasa, el acetoacetil-CoA se 
rompe dando dos moléculas de acetil-CoA que entran 
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en el ciclo del ácido cítrico. De este modo los cuerpos 
cetónicos se utilizan como combustible en todos los 
tejidos excepto el hígado, que carece de Fcetoacil-CoA 
transferasa. El hígado es, por tanto, un productor de 
cuerpos cetónicos para los demás tejidos, pero no es 
consumidor de los mismos. 

La producción y exportación de cuerpos cetónicos 
por el hígado permite la oxidación continuada de ácidos 
grasos con sólo una oxidación mínima del acetil-CoA. 
Cuando se extraen intermediarios del ciclo del ácido 
cítrico para la síntesis de glucosa por la gluconeogéne- 
sis, por ejemplo, la oxidación de intermediarios del ciclo 
se hace más lenta, lo mismo que la oxidación del ace- 
til-CoA. Además, el hígado sólo contiene una cantidad 
limitada de coenzima A y cuando la mayor parte se 
encuentra ligado en forma de acetil-CoA la oxidación 
se hace más lenta por falta de coenzima libre. La pro- 
ducción y exportación de cuerpos cetómicos libera 
coenzima A lo que permite la oxidación continuada de 
ácidos grasos. 


Durante la diabetes y en situaciones de inanición se da 
una sobreproducción de cuerpos cetónicos 


EJ La inanición y la diabetes mellitus no tratada con- 
ducen a una sobreproducción de cuerpos cetóni- 

cos que lleva asociados diversos efectos adversos sobre 
la salud. Durante la inanición, la gluconeogénesis consu- 
me los intermediarios del ciclo del ácido cítrico, desvian- 
do el acetil-CoA a la producción de cuerpos cetónicos 
17-20). En la diabetes sin tratar, cuando el nivel 

a es insuficiente, los tejidos extrahepáticos no 

pueden captar glucosa de la sangre de manera eficiente 
para utilizarla como combustible o para convertirla en 
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FIGURA 17-19 El o-3-hidroxibutirato como combustible. El d-ġ-hi- 
droxibutirato sintetizado en el higado pasa a la sangre y a través de ella a 
otros tejidos, donde se convierte en tres pasos en acetil-CoA. En primer 
lugar se oxida a acetoacetato, que es activado por el coenzima A donado 
por el succinil-CoA; a continuación, es escindido por la tiolasa. El ace- 
til-CoA así formado se utiliza para la producción de energía 
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Acetoacetato y 
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FIGURA 17-20 Formación de cuerpos cetónicos y exportación de los 
mismos desde el hígado. En situaciones donde se da un incremento de la 
gluconeogénesis (diabetes no tratada, ingestión de alimentos muy redu- 
cida), el ciclo del ácido cítrico se hace más lento (por drenaje del oxalace- 
tato) y aumenta ei ritmo de conversión del acetil-CoA en acetoacetato. Fl 
coenzima A liberado permite la S-oxidación continua de ácidos grasos. 


grasas. En estas condiciones, disminuye la concentra- 
ción de malonil-CoA (el producto de partida para la sín- 


teína trifuncional 
tesis de ácidos grasos; véase la Fig. 21-1), de ece la JF = 
inhibición de la carnitina aciltransferasa 1 legajo WON 
grasos entran en la mitocondria para ser de a 


acetil-CoA, el cual no puede pasar a través del ciclo del 
ácido cítrico puesto que los intermediarios del ciclo han 
sido eliminados para su uso como sustratos en la gluco- 
neogénesis. La acumulación resultante de acetil-CoA 
acelera la formación de cuerpos cetónicos y su liberación 
a la sangre hasta superar la capacidad de los tejidos 
extrahepáticos para oxidarlos. El aumento en los niveles 
sanguíneos de acetoacetato y de d-B-hidroxibutirato 
hace descender el pH sanguíneo, originando el estado 
conocido como acidosis. Una acidosis extrema puede 
conducir al coma y en algunos casos a la muerte. Los 
cuerpos cetónicos en la sangre y orina de diabéticos sin 
tratar pueden llegar a alcanzar niveles extraordinarios — 
una concentración sanguínea de 90 mg/100 mL (en 
comparación con el valor normal de <3 mg/100mL) y 
una excreción urinaria de 5.000 mg/24 hr (en compara- 
ción con una velocidad normal de < 125 mg/24 hr). Este 
estado se conoce como cetosis o. cuando se combina 
con la acidosis, eetoacidosis. 

Los individuos sujetos a dietas muy bajas en calo- 
rías, que utilizan las grasas almacenadas en el tejido 
adiposo como fuente principal de energía, también tie- 
nen unos niveles superiores de cuerpos cetónicos en 
sangre y orina. Estas concentraciones deben controlar- 
se para evitar los peligros de la cetoacidosis. 5 


RESUMEN 17.3 Cuerpos cetónicos 


MM Los cuerpos cetónicos -acetona, acetoacetato y 
d-P-hidroxibutirato se forman en el hígado cuando los 
ácidos grasos son el combustible principal que mantie- 


nen el metabolismo del cuerpo completo. Acetoacetato 
y d-¡>hidroxibutirato sirven como moléculas de com- 
bustible en tejidos extrahepáticos, incluido el cerebro, a 
través de la oxidación a acetil-CoA y entrada en el ciclo 
del ácido cítrico. 

Mi” La sobreproducción de cuerpos cetónicos en la dia- 
betes incontrolada o en la reducción drástica de la 
ingestión de calorías puede provocar acidosis o cetosis 
o ambas (cetoacidosis). 


12 Términos clave 

Todos los términos en negrita están definidos en el glosario. 
coenzima B,, 659 
malonil-CoA 659 


anemia perniciosa 661 
factor intrínseco 661 


f-oxidación 647 
quilomicrón 649 
apolipoproteína 649 
lipoproteína 649 


perilipina 649 PPAR (receptor del 
ácidos grasos libres 649 peroxisoma activado 
albúmina sérica 649 por proliferador) 662 
lanzadera acil-CoA deshidrogenasa 

de la carnitina 650 de cadena media 
carnitina (MCAD) 662 

aciltransferasa 1 651 proteína multifuncional 
transportador (MFP) 664 

de acil-camnitina/ w-oxidación 664 

carnitina 651 oxidasas 
camitina de función mixta 664 


a-oxidación 665 
acidosis 668 
cetosis 668 
cetoacidosis 668 


aciltransferasa 2 651 


mutasa 659 


E Problemas 


1. Energía de los triacilgliceroles Tomando como refe- 
rencia la cantidad por carbono: ¿dónde reside la mayor canti- 
dad de energía metabólica disponible en los triacilgliceroles: 
en la parte ácido graso o en la parte glicerol? Indique de qué 
manera el conocimiento de la estructura química de los triacil- 
gliceroles proporciona la respuesta. 


2, Reservas de combustible en el tejido adiposo Los tria- 
cilgliceroles, con sus ácidos grasos de tipo hidrocarburo, po- 
seen el mayor contenido en energía entre los principales 
nutrientes. 

(a) Si el 15% de la masa corporal de un adulto de 70,0 kg 
de peso consiste en triacilgliceroles, calcule su reserva total de 
combustible disponible en kilojoules y en kilocalorías. Re- 
cuerde que 1,00 kcal = 4,18 kJ. 

(b) Si las necesidades basales de energía son de aproxima- 
damente 8.400 kJ/día (2.000 kcal/día), ¿durante cuánto tiempo 
podría sobrevivir esta persona si la oxidación de los ácidos 
grasos almacenados como triacilgliceroles fuera su única 
fuente de energía? 

(c) ¿Cuál sería la pérdida de peso en libras por día en tales 
condiciones de inanición (1 lb = 0,454 kg)? 


3. Reacciones comunes del ciclo de la oxidación de áci- 
dos grasos y del ciclo del ácido cítrico Las células utilizan 
a menudo el mismo tipo de reacciones enzimáticas para llevar 
a cabo conversiones metabólicas análogas. Por ejemplo, los 
pasos de la oxidación del piruvato a acetil-CoA y del a-cetoglu- 


tarato a succinil-CoA, son muy parecidos a pesar de ser catali- 
zados por enzimas diferentes. La primera fase de la oxidación 
de los ácidos grasos sigue una secuencia de reacciones que 
recuerda en gran medida otra que se da en el ciclo del ácido 
cítrico. Muestre, con la ayuda de ecuaciones, las secuencias de 
reacción análogas en ambas rutas. 


4. 9-Oxidación: ¿Cuántos ciclos? ¿Cuántos ciclos de oxi- 
dación se requieren para la oxidación completa del ácido 
oleico, 18:1(A%) activado? 


5. Química de la reacción de la acil-CoA sintetasa Los áci- 
dos grasos se convierten en sus ésteres de coenzima Á mediante 
una reacción reversible catalizada por la acil-CoA sintetasa: 


R—COO” + ATP + CoA == 
l 
R—C—CoA + AMP + PP, 
(a) Se ha identificado el intermedio unido al enzima en 


esta reacción como el anhídrido mixto entre el ácido graso y la 
adenosma monofosfato (AMP), acil-AMP: 


> 
ll li : 
R—C—0—?P—0—Ch; 
A 


OH OH 


Escriba dos ecuaciones que correspondan a los dos pasos 
de la reacción catalizada por la acil-CoA sintetasa. 


(b) La reacción de la acil-CCoA simte escrita 
mente reversible, con una constante de equili A 
¿De qué modo puede favorecerse la fo 1 el > 


so-CoA en esta reacción? 


6. Intermediarios en la oxidación del ácido oleico ¿Qué 
estructura tiene el grupo acilo graso parcialmente oxidado que 
se forma cuando el ácido oleico, 18:1(A*) ha experimentado 
tres ciclos de F-oxidación? ¿Cuáles son los dos pasos siguien- 
tes en la oxidación continuada de este intermediario? 


7. P-Oxidación de un ácido graso de cadena impar ¿Cuá- 
les son los productos directos de la 4-oxidación de un ácido 
graso de 11 carbonos totalmente saturado y de cadena lineal? 


8. Oxidación del palmitato tritiado Se añade palmitato 
marcado uniformemente con tritio CH), con una actividad es- 
pecífica de 2,48 x 10% cuentas por minuto (cpm) por micromol 
de palmitato, a una preparación mitocondrial que lo oxida a 
acetil-CoA, Se aísla el acetil-CoA y se hidroliza a acetato. La 
actividad específica del acetato aislado es de 1,00 x 10” cpm/ 
pmol. ¿Es este resultado coherente con la ruta de la £-oxida- 
ción? Explíquelo. ¿Cuál es el destino final del tritio eliminado? 


9. Compartimentación de la 4-oxidación El palmitato li- 
bre se activa a su forma de derivado del coenzima A (palmi- 
til-CoA) en el citosol, antes de poder ser oxidado en la 
mitocondria. Si se añade palmitato y [**C] coenzima A a un 
homogenado de hígado, el palmitil-CoA aislado de la fracción 
citosólica es radiactivo, pero el aislado de la fracción mitocon- 
drial no lo es. Explique la razón. 


10. Bioquímica comparativa: Rutas de generación de en- 
ergía en las aves Una indicación de la importancia relativa 
de las diversas rutas productoras de ATP es la V, de ciertos 
enzimas de estas rutas. A continuación se muestra la V___ de 
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varios enzimas de los músculos pectorales (músculos del pe- 
cho utilizados para el vuelo) de la paloma y del faisán, 


V aix CGmol sustrato/min/g tejido) 


Enzima Paloma Faisán 
Hexoquinasa 3,0 2,3 
Glucógeno fosforilasa 18,0 120,0 
Fosfofructoquinasa-1 24,0 143,0 
Citrato sintasa 100,0 15,0 
Triacilglicerol lipasa 0,07 0,01 


(a) Discuta la importancia relativa del metabolismo del 
glucógeno y el metabolismo de las grasas en la generación de 
ATP en los músculos pectorales de estas aves. 

(b) Compare el consumo de oxígeno de las dos aves. 

(c) A juzgar por los datos de la tabla, ¿qué ave es la que 
vuela grandes distancias? Justifique su respuesta. 

(d) ¿Por qué se seleccionaron estos enzimas en particular 
para la comparación? ¿Serían las actividades de la triosa fos- 
fato isomerasa y la malato deshidrogenasa bases igualmente 
buenas para la comparación? Explíquelo. 


11. Carnitina aciltransferasa mutante ¿Qué cambios en 
el patrón del metabolismo se producirían como consecuencia 
de una mutación en la carnitina aciltransferasa 1 de músculo 
en la que la proteína mutante hubiese perdido su afinidad ha- 
cia el malonil-CoA pero no su actividad catalítica? 


12. Efecto de la deficiencia de carnitina Un pa- 
ciente desarrolló una enfermedad caracterizada por una 


progresiva debilidad muscular y por dolorosos calambres mus- 


[e síntomas se agravaron con el ayuno, el ejercicio y 


una dieta rica en grasas. El homogenado de una muestra de 
músculo esquelético del paciente oxidaba el oleato añadido más 
lentamente que lo que lo hacían homogenados control de mues- 
tras de músculo de individuos sanos. Cuando se añadió carni- 
tina al homogenado de músculo del paciente, la velocidad de 
oxidación de oleato medida igualó a la de los homogenados con- 
trol, Al paciente se le diagnosticó una deficiencia de carnitina. 

(a) ¿Por qué la adición de carnitina incrementaba la velo- 
cidad de oxidación del oleato en el homogenado de músculo 
del paciente? 

(b) ¿Por qué se agravaban los síntomas del paciente por el 
ayuno, el ejercicio y la dieta rica en grasas? 

(c) Sugiera dos posibles razones que expliquen la defi- 
ciencia de carnitina en el músculo en este paciente. 


13. Los ácidos grasos como fuente de agua En contra de 
lo que dice la leyenda, los camellos no almacenan agua en sus 
jorobas, que consisten, de hecho, en grandes depósitos de 
grasa. ¿De qué modo pueden utilizarse estos depósitos de 
grasa como fuente de agua? Calcule la cantidad de agua (en 
litros) que puede ser producida por un camello a partir de 1,0 
kg de grasa. Considere, para simplificar el problema, que la 
grasa consiste únicamente en tripalmitilglicerol. 


14. El petróleo como fuente de nutrientes microbia- 
nos Algunos microorganismos de los géneros Nocardia y 
Pseudomonas pueden crecer en ambientes en los que los hi- 
drocarburos son la única fuente nutritiva. Estas bacterias oxi- 
dan los hidrocarburos alifáticos de cadena lineal, como por 
ejemplo el octano, a sus correspondientes ácidos carboxílicos: 


CHs(CH2)¿CH3 + NAD+ + 0, == 
CHAs(CH>)¿COO0H + NADH + H* 
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¿Cómo se podrían utilizar estas bacterias para eliminar mareas 
negras? ¿Indique algunos de los factores limitantes de la efi- 
ciencia de este proceso? 


15. Metabolismo de un ácido graso fenilado de cadena 
lineal Se aisló un metabolito cristalino de la orina de un co- 
nejo al que se le había suministrado un ácido graso de cadena 
lineal que contenía un grupo fenilo terminal: 


ds H>—(CH),—COO” 


Una muestra de 302 mg del metabolito en solución acuosa se 
neutralizó completamente por adición de 22,2 mL de NaOH 
0,100 m. 

(a) Indique la masa molecular y estructura probables del 
metabolito. 

(b) La cadena lineal de ácido graso ¿contenía un número 
par o impar de grupos metileno (—CH,—) (es decir, es n par 
o impar)? Explique la respuesta. 


16. Oxidación de ácidos grasos en diabéticos no 
controlados Cuando el acetil-CoA producido du- 
rante la 4-oxidación en el hígado excede la capacidad del cielo 
del ácido cítrico, el exceso de acetil-CoA forma los cuerpos 
cetónicos acetona, acetoacetato y d-f4-hidroxibutirato. Esta 
situación se da en casos de diabetes grave no controlada: como 
los tejidos no pueden utilizar glucosa, oxidan en cambio gran- 
des cantidades de ácidos grasos. A pesar de que el acetil-CoA 
no es tóxico, la mitocondria debe desviar el acetil-CoA hacia 
los cuerpos cetónicos. ¿Qué problema surgiría si el acetil-CoA 
no se convirtiera en cuerpos cetónicos? ¿De qu era se 
soluciona el problema gracias a esta desviación? | ( O [9 


17. Consecuencias de una dieta rica en grasas y sin 
glúcidos Suponga que tuviera que subsistir con una dieta 
consistente en grasa de ballena y de foca, sin prácticamente 
ningún aporte de glúcidos. 

(a) ¿Cuál sería el efecto de la privación de glúcidos sobre 
la utilización de grasas para la obtención de energía? 

(b) Si la dieta no tuviera glúcidos en absoluto, ¿sería mejor 
consumir ácidos grasos de cadena par o impar? Explíqueto. 


18. Ácidos grasos de número par e impar en la dieta En 
un experimento de laboratorio, se alimentaron dos grupos de 
ratas con dos ácidos grasos diferentes como única fuente de 
carbono durante un mes, Al primer grupo se le dio ácido hep- 
tanoico (7:0) y al segundo ácido octanoico (8:0). Después del 
experimento, se observó una diferencia notable entre los dos 
grupos. Los del primer grupo estaban sanos y habían ganado 
peso, mientras que los del segundo grupo estaban débiles y 
habían perdido peso como resultado de pérdida de masa mus- 
cular. ¿Cuál es la base bioquímica de esta diferencia? 


19. Consecuencias metabólicas de la ingestión 
de u-fluorooleato El arbusto Dichapetalum toxicarium, 
que crece en Sierra Leone, produce w-fluorooleato, que es 
muy tóxico para los animales de sangre caliente. 


LA 
F— CH2—1CH2)—C=C—AC H,)—COO” 
w-Fluorooleato 
Esta sustancia se ha utilizado como veneno para flechas, y el fruto 
de la planta pulverizado se utiliza a veces como raticida (de ahí el 
nombre común de la planta, raticida) ¿Por qué es tan tóxica esta 
sustancia? (Sugerencia: revise el Capítulo 16, Problema 22). 


20. Acetil-CoA carboxilasa mutante ¿Qué consecuencias 
tendría para el metabolismo de las grasas una mutación en la 
acetil-CoA carboxilasa que reemplazase el residuo Ser fosfori- 
lado normalmente por la AMPK por un residuo Ala? ¿(Qué pa- 
saría si el mismo residuo Ser fuese reemplazado por Asp? 
(Pista: Vea la Fig. 17-13). 


21. Efecto de un inhibidor de la PDE sobre los adipoci- 
tos ¿Cómo se vería afectada la respuesta de los adipocitos a la 
adrenalina al añadir un inhibidor de la cAMP fosfodiesterasa 
(PDE)? (Pista: Véase la Fig. 12-4). 


22. Papel del FAD como aceptor de electrones La acil- 
CoA deshidrogenasa utiliza FAD unido al enzima como grupo 
prostético para la deshidrogenación de los carbonos a y 8 del 
acil graso-CoA. ¿Cuál es la ventaja de utilizar FAD como aceptor 
de electrones en lugar del NAD+? Explíquelo en términos del 
potencial de reducción estándar para las semirreacciones Enz- 
FAD/FADH, (£”” = - 0,219 V} y NAD+/NADH (£”" = - 0,320 V). 


23. 8-oxidación del ácido araquídico ¿Cuántas vueltas del 
ciclo de oxidación de ácidos grasos se necesitan para oxidar 
completamente el ácido araquídico (véase la Tabla 10-1) a 
acetil-CoA? 


24. Destino del propionato marcado Si se añade [3-**C] 
propionato (con '*C en el grupo metilo) a un homogenado de 
hígado, se produce rápidamente oxalacetato marcado con '*C. 
Dibuje la ruta por la que el propionato se transforma en oxala- 
cetato e indique la localización del **C en el oxalacetato. 


25. Metabolismo del ácido fitánico Cuando se alimenta un 

tón con ácido fitánico marcado de manera uniforme con "tC, 

actividad en el malato, un intermediario del 

EI co, al cabo de pocos minutos. Diseñe una 

ruta metabólica que pueda explicar esta observación. ¿Qué 
átomo de carbono del malato contendría la marca de **C? 


26. Origen de las moléculas de H,O producidas durante 
la S-oxidación La oxidación completa del palmitil-CoA a 
dióxido de carbono y agua se representa por la ecuación global 


Palmitil-CoA + 230, + 108P, + 108 ADP —— 
CoA +16C0, + 108ATP + 23FHL,O 


Se produce también agua en la reacción 
ADP + P —— ATP +H,0 


¿Por qué no se incluye esta agua como un producto neto de la 
reacción? ¿Por qué? 


27. Importancia biológica del cobalto El ganado vacuno, 
los ciervos, las ovejas y otros rumiantes, producen grandes 
cantidades de propionato en el rumen a través de la fermenta- 
ción bacteriana de la matería vegetal ingerida. El propionato 
es la fuente principal de glucosa para estos animales a través 
de la ruta propionato A oxalacetato á glucosa. En algunas re- 
giones del mundo, y en particular en Australia, los rumiantes 
muestran a veces síntomas de anemia con pérdidas concomi- 
tantes de apetito y retrasos en el crecimiento, como resultado 
de la incapacidad del animal para transformar propionato en 
oxalacetato. Este estado es debido a una deficiencia de co- 
balto que tiene su origen en los muy bajos niveles de cobalto 
existentes en el suelo y, por lo tanto, en la materia vegetal. 
Explíquelo. 


28. Pérdida de grasa durante la hibernación Los osos 
gastan alrededor de 25 x 10* J/día durante los períodos de hi- 
bernación, que pueden durar hasta siete meses. La energía 


Absorbancia a 254 nm 


que necesitan para mantener la vida se obtiene de la oxidación 
de ácidos grasos. ¿Qué pérdida de peso (en kilogramos) ha 
tenido lugar tras siete meses? ¿Cómo puede minimizarse la 
cetosis durante la hibernación? (Suponga que la oxidación de 


grasa da lugar a 38 kJ/g.) 
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29. 6-Oxidación de grasas trans Las grasas insaturadas 
con dobles enlaces trans se conocen habitualmente como 
“grasas trans”. Ha habido un gran debate sobre los efectos de 
las grasas trans de la dieta sobre la salud. En sus investigacio- 
nes sobre los efectos del metabolismo de los ácidos grasos 
trans sobre la salud Yu y colaboradores (2004) demostraron 
que un ácido grasos trans modelo se trataba de manera dife- 
rente que su isómero cis. Utilizaron tres ácidos grasos relacio- 
nados de 18 átomos de carbono para explorar la diferencia en 
la 8-oxidación entre los isómeros cis y trans del ácido graso de 
igual tamaño. 
Q 


ADA 


OH 


Ácido esteárico 
(ácido octadecenoico) 


Ácido oteico 
(ácido cis-A?-octadecenoico) 


Ácido etaídico 
(ácido trans-A?-octadecenoico) 


Incubaron el derivado de cada ácido con el coenzima A 
con mitocondrias de hígado de rata durante 5 minutos, a con- 
tinuación separaron los derivados de CoA que aún permane- 
cían en cada mezcla mediante HPLC (cromatografía líquida de 
alta resolución), A continuación se muestran los resultados 
con paneles separados para cada experimento. 


Estearil-CoA 
+ mitocondrias 


Elaidil-CoA 
+ mitocondrias 


Oleil-CoA 
+ mitocondrias 


cA*Cyg -CoA ta*C;a -CoA 


tå 5C 14 -CoA 


i 


ca -CoA 


12 21 30 12 21 


Tiempo (minutos) 


30 12 21 30 


En la figura IS indica un estándar interno (pentadecanil-CoA) 
añadido a la mezcla, después de la reacción, como marcador 
molecular. Los investigadores dieron las siguientes abreviaturas 
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a los derivados del CoA: estearil-CoA, C,,-CoA; cis-A*-tetrade- 
cenil-CoA, cA*C,,-CoA; oleil-CoA, cA*C,¿-CoA; irans-A*-tetra- 
decenil-CoA; tA*C,,-CoA y elaidil-CoA, t4*C,,-CoA. 


PEU 
SCoA 
cis-A*-Tetradecenil-CoA 
8) 


trans-A*-Tetradecenil-CoA 


(a) ¿Por qué Yu y colaboradores tuvieron que utilizar deri- 
vados del CoA y no los ácidos grasos libres en estos experi- 
mentos? 

(a)¿Por qué no se encontraron derivados del CoA de me- 
nor masa molecular en la reacción con estearil-CoA? 

(a)¿Cuántas vueltas de 3-oxidación serían necesarias para 
convertir el oleil-CoA y el elaidil-CoA en cis-A*tetradece- 
nil-CoA y trans-A*-tetradecenil-CoA, respectivamente? 

Yu y colaboradores midieron los parámetros cinéticos de 
las dos formas del enzima acil-CoA deshidrogenasa: acil (de 
cadena larga)-CoA deshidrogenasa (LCAD) y acil (de cadena 
muy larga)-CoA deshidrogenasa (VLCAD). Utilizaron los deri- 
vados CoA de tres ácidos grasos: tetradecanil-CoA (C,,-CoA), 
cis-A*tetradecenil-CoA (cA*C,,-CoA) y trans-A*-tetradece- 
nil-CoA (tA*C, -CoA). Los resultados se muestran a continua- 
ción. (Véase el Capítulo 6 para las definiciones de los 
parámetros cinéticos). 


VLCAD 
Ca cA%C, tA'C, Ca ea%C,, tA%C,, 
CoA CoA CoA CoA CoA CoA 
¡IA 3,3 3,0 2,9 14 032 0,88 
K 0,41 0,40 1,6 0,57 0,44 0,97 
' 7a 9,9 8,9 8,5 2.0 0,42 1,12 
KK 24 22 5 4 1 1 


(a) Para LCAD, la K „ difiere mucho entre los sustratos cis 
y trans. Dé una explicación plausible para esta observación en 
función de las estructuras de las moléculas de sustrato. (Pista: 
La Fig. 10-1 puede serle de utilidad). 

(a) Los parámetros cinéticos de los dos enzimas son perti- 
nentes de cara a la modificación diferencial de estos ácidos 
grasos sólo si la reacción de la LCAD o de la VLCAD (o ambas) 
es el paso limitante de velocidad de la ruta. ¿Qué pruebas hay 
que apoyen esta suposición? 

(a)¿De qué modo estos parámetros cinéticos diferentes 
explican los diferentes niveles de los derivados de CoA encon- 
trados después de la incubación de las mitocondrias de hígado 
de rata con estearil-CoA, oleil-CoA y elaidil-CoA (mostrados 
en la figura de tres paneles)? 

Yu y colaboradores midieron la especificidad de sustrato 
de la tioesterasa de mitocondrias de hígado de rata, que hidro- 
liza los acil-CoA a CoA y ácidos grasos libres. Este enzima te- 
ría aproximadamente una actividad doble con tioésteres de 
C „CoA que con tioésteres de C,¿-CoA. 

Otras investigaciones han sugerido que los ácidos grasos 
libres pueden pasar a través de membranas. En sus experi- 
mentos, Yu y colaboradores encontraron ácido trans-A*-tetra- 
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decenoico fuera de la mitocondria (es decir, en el medio que 
las rodea) que se había incubado con elaidil-CoA. Describa la 
ruta que llevó a esta localización extramitocondrial del ácido 
trans-A?-tetradecenoico. Asegúrese de indicar en qué lugar 
de la célula tienen lugar las diferentes transformaciones, así 
“ como de los enzimas que catalizan estas transformaciones. 

Se dice a menudo en la prensa popular que “sus células no 
degradan las grasas trans y que, por tanto, se acumulan en su 


cuerpo”. ¿En qué sentido es correcta esta afirmación y en qué 
sentido es una simplificación? 


Referencia 

Yu, W., X. Liang, R. Ensenauer, J. Vockley, L. Sweet- 
man, and H. Schultz. 2004. Leaky -oxidation of a 
trans-fatty acid. J. Biol. Chem. 279:52,160-52,167. 


Bibliografía complementaria en: www.macmillanleaming.com/LehningerBiochemistry7e 


CAPÍTULO 18 


Oxidación de aminoácidos 
y producción de urea 


o a A AA PP 


Hay herramientas, disponibles on-line, para el auto-estudio que le ayudarán a practicar lo que han aprendido y que reforzarán 
los conceptos del capítulo. Vaya a www.macmillanlearning.com/LehningerBiochemistry7e 


18.1 Destinos metabólicos 
de los grupos amino 674 


18.2 Excreción de nitrógeno y ciclo de la urea $81 


18.3 Rutas de degradación 
de los aminoácidos 687 


> entraremos ahora nuestra aten 
noácidos, la última clase de biomoléculas que, a 
través de su degradación oxidativa, contribuyen 
de manera significativa a la generación de energía meta- 
bólica. La fracción de la energía metabólica generada a 
partir de los aminoácidos, ya sean procedentes de pro- 
teínas de la dieta o de proteínas de los tejidos, varía 
mucho según el tipo de organismo y de las condiciones 
metabólicas. Los carnívoros consumen preferentemen- 
te proteína y, por tanto, han de obtener la mayor parte 
de su energía a partir de aminoácidos, mientras que los 
herbívoros sólo pueden cubrir una pequeña parte de sus 
necesidades energéticas a través de esta ruta. La mayo- 
ría de microorganismos pueden nutrirse de aminoácidos 
del entorno y utilizarlos como combustible si las condi- 
ciones metabólicas lo requieren. Las plantas, sin embar- 
go, raramente oxidan aminoácidos, si es que lo llegan a 
hacer, para obtener energía; los glúcidos producidos a 
partir de CO, y H,O en la fotosíntesis son utilizados 
como fuente casi exclusiva de energía. Las concentra- 
ciones de los aminoácidos en los tejidos vegetales están 
reguladas cuidadosamente con la finalidad exclusiva de 
cubrir las necesidades para la biosíntesis de proteínas, 
ácidos nucleicos y otras moléculas necesarias para el 
crecimiento. En las plantas se produce catabolismo de 
aminoácidos, pero su finalidad es la producción de 
metabolitos para otras rutas biosintéticas. 
En los animales, los aminoácidos experimentan 
degradación oxidativa en tres situaciones metabólicas 
diferentes. 


1. Durante la síntesis y degradación normales de pro- 
teínas celulares (recambio proteico; Capítulo 27), 


algunos de los aminoácidos liberados durante la 
degradación de las proteínas se degradan oxidativa- 
mente si no se necesitan para la síntesis de nuevas 
proteínas. 

2. Cuando una dieta es rica en proteínas y los aminoá- 
cidos ingeridos exceden las necesidades corporales 
para la síntesis de proteínas, se cataboliza el exce- 
dente; los aminoácidos no se pueden almacenar. 


ArI Mhe la inanición o en la diabetes mellitus incon- 
trolada, 


en las que no hay glúcidos disponibles o 
éstos no son utilizados adecuadamente, se recurre a 
las proteínas celulares como combustible. 


En todas estas circunstancias metabólicas, los aminoá- 
cidos pierden sus grupos amino para formar a-cetoáci- 
dos, los “esqueletos carbonados” de los aminoácidos. 
Los a-cetoácidos experimentan oxidación a CO, y H,O 
y, a menudo y más importante, proporcionan unidades 
de tres y cuatro carbonos que pueden convertirse a 
través de la gluconeogénesis en glucosa, el combustible 
para el cerebro, músculo esquelético y otros tejidos. 

Las rutas del catabolismo de los aminoácidos son 
muy semejantes en la mayoría de organismos. Este 
capítulo se centra en las rutas de los vertebrados, 
puesto que éstas son las que se han investigado con 
mayor atención. Al igual que en el caso del catabolismo 
de los glúcidos y ácidos grasos, los procesos de la 
degradación de aminoácidos convergen en las rutas 
catabólicas centrales. Los esqueletos carbonados de la 
mayoría de los aminoácidos van a parar al ciclo del 
ácido cítrico. En algunos casos, las rutas de reacción de 
la degradación de los aminoácidos siguen un estrecho 
paralelismo con el catabolismo de los ácidos grasos 
(véase la Fig. 17-9). 

Existe una característica importante que distingue 
la degradación de aminoácidos de los otros procesos 
catabólicos descritos hasta este momento: cada aminoá- 
cido contiene un grupo amino, Por tanto, las rutas de 
degradación de los aminoácidos incluyen un paso clave 
en el que se separa el grupo a-amino del esqueleto car- 
bonado desviándolo hacia rutas de metabolismo del 
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FIGURA 18-1 Visión general del catabolismo de los aminoácidos en los mamíferos. Los 


grupos amino y el esquelet 


grupo amino (Fig. 18-1). Trataremos en pri 
metabolismo del grupo amino y la excreción de aci 
no y, a continuación, seguiremos con el destino de los 
esqueletos carbonados obtenidos a partir de los aminoá- 
cidos; a lo largo de la explicación veremos cómo están 
interconectadas las rutas. 


18.1 Destinos metabólicos 
de los grupos amino 


El nitrógeno, N,, es abundante en la atmósfera, pero es 
demasiado inerte para su utilización en la mayoría de 
procesos bioquímicos. Debido a que sólo unos pocos 
microorganismos pueden convertir N, en formas biológi- 
camente útiles tales como el NH, (Capítulo 22), los 
grupos amino se utilizan de forma muy conservadora en 
los sistemas biológicos. 

La Figura 18-2a presenta una visión general del 
catabolismo del amoníaco y de los grupos amino en los 
vertebrados. Los aminoácidos obtenidos a partir de las 
proteínas de la dieta son la fuente de la mayor parte de 
grupos amino. La mayoría de aminoácidos se metaboli- 
zan en el hígado. Parte del amoníaco generado en este 
proceso se recicla y se utiliza en diversas rutas biosinté- 
ticas; el exceso se excreta directamente o se convierte 
en urea o ácido úrico para su excreción, según el orga- 
nismo (Fig. 18-2b). El exceso de amoníaco generado en 
otros tejidos (extrahepáticos) se transporta al hígado 
(en forma de grupos amino tal como se describe más 
adelante) para su conversión en la forma de excreción. 

Cuatro aminoácidos tienen un papel central en el 
metabolismo del nitrógeno: glutamato, glutamina, alani- 


onado sig 


s separadas pero interconectadas. 


(e LON El lugar especial de estos cuatro aminoá- 


cidos en el metabolismo del nitrógeno no es un acciden- 
te evolutivo. Estos aminoácidos concretos son los que 
se convierten más fácilmente en mtermediarios del ciclo 
del ácido cítrico: glutamato y glutamina en a-cetogluta- 
rato, alanina en piruvato y aspartato en oxalacetato. El 
glutamato y la glutamina desempeñan papeles especial- 
mente críticos actuando como una especie de punto 
general de recogida de grupos amino. En el citosol de 
las células hepáticas (hepatocitos), los grupos amino de 
la mayoría de los aminoácidos se transfieren al a-ceto- 
glutarato formando glutamato. A continuación se trans- 
porta el glutamato a la mitocondria, donde cede el 
grupo amino para formar NH¿. El exceso de amoníaco 
generado en la mayor parte de los tejidos restantes se 
convierte en el nitrógeno amídico de la glutamina, que 
pasa al hígado y, seguidamente, a las mitocondrias del 
mismo. En la mayoría de tejidos, la glutamina o el gluta- 
mato, o ambos, se encuentran en concentraciones más 
elevadas que el resto de aminoácidos. 

En el músculo esquelético, los grupos amino en 
exceso se transfieren generalmente al piruvato forman- 
do alanina, otra molécula importante en el transporte de 
grupos amino hasta el hígado. Veremos en la Sección 
18.2 que el aspartato entra en acción en los procesos 
metabólicos que tienen lugar una vez que los grupos 
amino se encuentran en el hígado. 

Empezaremos ahora una explicación sobre la dcir 
dación de las proteínas de la dieta, seguida de una des- 
cripción general de los destinos metabólicos de los 


grupos amino. 


(a) 


FIGURA 18-2 Catabolismo del grupo amino (a) Visión general del 
catabolismo del grupo amino (sombreado) en el higado de vertebrados. 
(b) Formas de excreción del nitrógeno. El exceso de NH,* se excreta en 
forma de amoníaco (microbios, peces óseos), urea (la mayor parte de 


La proteína de la dieta se degrada enzimáticamente 

a aminoácidos 

En los seres humanos, la degradación de las proteínas 
ingeridas a sus aminoácidos constituyentes tiene lugar 
en el tracto gastrointestinal. La entrada de proteína de 
la dieta en el estómago estimula la secreción de la hor- 
mona gastrina por la mucosa gástrica la cual, a su vez, 
estimula la secreción de ácido clorhídrico por las células 
parietales y pepsinógeno por las células principales de 
las glándulas gástricas (Fig. 18-3a). El jugo gástrico 
ácido (pH 1,0 a 2,5) es tanto un antiséptico, que mata la 
mayor parte de bacterias y células foráneas, como un 
agente desnaturalizante, que despliega las proteínas 
globulares y hace que sus enlaces peptídicos internos 
sean más asequibles a la hidrólisis enzimática. El pepsi- 
nógeno (M_ 40.554), un precursor inactivo o zimógeno, 
se convierte en pepsina activa (M, 34.614) por rotura 
autocatalítica (una rotura debida a la acción del propio 
pepsinógeno) que sólo tiene lugar a pH bajo. En el estó- 
mago, la pepsina hidroliza las proteínas ingeridas a nivel 
de los enlaces peptídicos que están en el lado ami- 
no-terminal de los residuos aminoácidos aromáticos, 
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H-N a Ha 
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(b) 


vertebrados terrestres), o ácido úrico (aves y reptiles terrestres). 
Observe que los átomos de carbono de la urea y el ácido úrico están 
muy oxidados, el organismo sólo desecha el carbono tras extraer la 
mayor parte de su energía de oxidación disponible. 


Phe Trp y Tyr (véase la Tabla 3-6), cortando cadenas 
polipeptídicas largas que dan una mezcla de péptidos 
más pequeños. 

A medida que el contenido ácido del estómago pasa 
al intestino delgado, el bajo pH desencadena la secre- 
ción de la hormona secretina a la sangre. La secretina 
estimula el páncreas para que secrete bicarbonato al 
intestino delgado para neutralizar el HCl gástrico, incre- 
mentando el pH de manera abrupta hasta alrededor de 
7. (Todas las secreciones pancreáticas pasan al intesti- 
no delgado a través del conducto pancreático). La 
digestión de las proteínas continúa ahora en el intestino 
delgado. La entrada de aminoácidos en la parte superior 
del intestino (duodeno) produce la liberación a la san- 
gre de la hormona colecistoquinina, que estimula la 
secreción de varios enzimas pancreáticos con actividad 
óptima a pH entre 7 y 8. El tripsinógeno, quimotrip- 
sinógeno y las procarboxipeptidasas A y B, que son 
los zimógenos de la tripsina, quimotripsina y las car- 
boxipeptidasas A y B, se sintetizan y excretan por las 
células exocrinas del páncreas (Fig. 18-3b). El tripsinó- 
geno se convierte en su forma activa, tripsina, por la 
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FIGURA 18-3 Porción del tracto digestivo (gastrointestinal) humano. 
(a) Las células parietales y las células principales de las glándulas gástri- 
cas secretan sus productos en respuesta a la hormona gastrina. La 
pepsina inicia el proceso de degradación de las proteínas en el estó- 
mago. (b) El citoplasma de las células exocrinas está totalmente 
relleno de retículo endoplasmático rugoso, sitio de la sintesis de los 
zimógenos de muchos enzimas digestivos. Los zimógenos se concen- 
tran en partículas de transporte rodeadas de membrana denominadas 
gránulos de zimógeno. Cuando se estimula una célula exocrina, su 


enteropeptidasa, un enzima proteolítico secretado 
por las células intestinales. La tripsina libre cataliza a 
continuación la conversión de más tripsinógeno en trip- 
sina (véase la Fig. 6-39). La tripsina activa también el 
quimotripsinógeno, las procarboxipeptidasas y la proe- 
lastasa, 

¿Por qué este complicado mecanismo para obtener 
enzimas digestivos activos en el tracto gastrointestinal”? 
La síntesis de los enzimas en forma de precursores inac- 
tivos protege a las células exocrinas de un ataque pro- 
teolítico destructor. El páncreas se autoprotege además 
contra la propia digestión produciendo un inhibidor 
específico, una proteína, denominada inhibidor pan- 
creático de tripsina. Dado el papel clave de la tripsina 
en las rutas de activación proteolítica, la inhibición de la 


(a) Glándulas gástricas en el revestimiento del estómago 
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(b) Células exocrinas del páncreas 
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membrana plasmática se fusiona con la membrana de los gránulos de 
zimógeno y éstos se liberan por exocitosis en la tuz de los conductos 
colectores. Los conductos colectores llegan finalmente al conducto 
pancreático y de ahí al intestino delgado. (c) En el intestino delgado los 
aminoácidos se absorben a través de la capa de células epiteliales 
(mucosa intestinal) de las vellosidades y entran en los capilares. 
Recuerde que los productos de la hidrólisis de lípidos en el intestino 
delgado entran en el sistema linfático después de su absorción por la 
mucosa intestinal (véase la Fig. 17-1). 


tripsina evita de forma efectiva la producción prematu- 
ra de enzimas proteolíticos activos dentro de las células 
pancreáticas. 

La tripsina y la quimotripsina hidrolizan aún más los 
péptidos resultantes de la acción de la pepsina en el 
estómago. Esta fase de la digestión de proteínas se rea- 
liza muy eficientemente debido a que la pepsina, tripsi- 
na y quimotripsina tienen especificidad de aminoácidos 
diferentes (véase la Tabla 3-6). La degradación de los 
péptidos cortos en el intestino delgado se completa 
ahora con otras peptidasas intestinales, Estas incluyen 
las carboxipeptidasas A y B (las dos son enzimas que 
contienen zinc), que eliminan residuos carboxilo-termi- 
nales sucesivos de los péptidos, y una aminopeptidasa 
que hidroliza residuos amino-terminales sucesivos de 


péptidos cortos. La mezcla resultante de aminoácidos 
libres se transporta a las células epiteliales que cubren 
el intestino delgado (Fig. 18-3c) a través de las cuales 
los aminoácidos entran en los capilares sanguíneos en 
las vellosidades y se transportan al hígado. En los seres 
humanos, la mayor parte de las proteínas globulares de 
origen animal se hidrolizan casi completamente a ami- 
noácidos en el tracto gastrointestinal, pero algunas 
proteínas fibrosas, tales como la queratina, sólo son 
parcialmente digeridas. Además, el contenido proteico 
de algunos alimentos vegetales está protegido contra la 
degradación por cáscaras de celulosa no digeribles. 
La pancreatitis aguda es una enfermedad pro- 
ducida por la obstrucción de la vía normal por la 
que las secreciones pancreáticas entran en el intestino. 
Los zimógenos de los enzimas proteolíticos se convier- 
ten prematuramente en sus formas catalíticamente acti- 
vas, dentro de las células pancreáticas y atacan al propio 
tejido pancreático, causando una destrucción seria y 
muy dolorosa del órgano, que puede ser mortal. Y 


El piridoxal fosfato participa en la transferencia 
de grupos œ-amino al «+-cetoglutarato 


El primer paso del catabolismo de la mayoría de l-ami- 
noácidos, una vez han llegado al hígado, es la elimina- 
ción de los grupos a-amino, catalizada por enzimas 
denominados aminotransferasas o transaminasas. 
En estas reacciones de transaminación, el grupo 
a-amino se transfiere al átomo de carbono a del a-ceto- 
glutarato, dejando el «a-cetoácido co 
aminoácido (Fig. 18-4). En estas 
produce una desaminación neta (es decir pé 
grupos amino), porque el a-cetoglutarato se amina a la 
vez que se desamina el a-aminoácido. El efecto de las 
reacciones de transaminación es recoger los grupos 
amino de muchos aminoácidos diferentes en forma de 
l-glutamato. El glutamato funciona a continuación como 
dador de grupos amino para rutas biosintéticas o para 
rutas de excreción que conducen a la eliminación de 
productos nitrogenados de desecho. 

Las células contienen varios tipos de aminotransfe- 
rasas. Muchas son específicas para el a-cetoglutarato 
como aceptor de grupos amino, pero difieren en su espe- 
cificidad para el laminoácido. Estos enzimas se nom- 
bran en función del dador del grupo amino (por ejemplo, 
alanina aminotransferasa, aspartato aminotransferasa). 
Las reacciones catalizadas por las aminotransferasas son 
libremente reversibles teniendo una constante de equili- 
brio de alrededor de 1,0 (AG” = 0 kJ/mol). 

Todas las aminotransferasas tienen el mismo grupo 
prostético y un mismo mecanismo de reacción. El grupo 
prostético es el piridoxal fosfato (PLP), forma coen- 
zimática de la piridoxina o vitamina B,. El piridoxal 
fosfato ya se encontró en el Capítulo 15, como coenzima 
de la reacción de la glucógeno fosforilasa. No obstante, 
su papel en aquella reacción no es representativo de su 
función coenzimática usual. Su papel principal en las 
células tiene lugar en el metabolismo de moléculas con 
grupos amino. 

El piridoxal fosfato funciona como un transporta- 
dor intermedio de grupos amino en el sitio activo de las 
aminotransferasas. Experimenta transformaciones 
reversibles entre su forma aidehído, piridoxal fosfato, 
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FIGURA 18-4 Transaminación catalizada enzimáticamente. En las 
reacciones de muchas aminotransferasas el œ-cetoglutarato es el acep- 
tor del grupo amino. Todas las aminotransferasas utilizan el piridoxal fos- 
fato (PLP) como cofactor. Aunque la reacción se muestra aquí en ta 
dirección de transferencia del grupo amino al a-cetoglutarato, es fácil- 
mente reversible. 


que puede aceptar un grupo amino, y su forma amina- 
da, piridoxamina fosfato, que puede ceder su grupo 
amino a un a-cetoácido (Fig. 18-51). El piridoxal fos- 
fato está generalmente unido de manera covalente al 
sitio activo del enzima a través de un enlace aldimino 
(base de Schiff) al grupo e-amino de un residuo Lys 
(Fig. 18-5b, d). 


A oaoa fosfato interviene en una serie de reac- 
ATE los carbonos œ, 8 y y (C-2 a C-4) de los ami- 


noácidos. Las reacciones en el carbono a (Fig. 18-6) 
incluyen racemizaciones (interconversión de l- y D-ami- 
noácidos) y descarboxilaciones, además de las transa- 
minaciones. El piridoxal fosfato juega el mismo papel 
químico en todas estas reacciones. Se rompe uno de los 
enlaces con el carbono a del sustrato eliminando un 
protón o un grupo carboxilo. El par electrónico que 
queda sobre el carbono a forma un carbanión muy ines- 
table pero el piridoxal fosfato lo estabiliza por resonan- 
cia (Fig. 18-6 recuadro). La estructura altamente conju- 
gada del PLP (un sumidero electrónico) permite la 
deslocalización de la carga negativa. 

Las aminotransferasas (Fig. 18-5) son ejemplos clá- 
sicos de enzimas que catalizan reacciones bimoleculares 
Ping-Pong (véase la Fig. 6-13b, d), en las que el primer 
sustrato reacciona, y a continuación su producto ha de 
abandonar el centro activo antes de que se pueda unir el 
segundo sustrato. Así, el aminoácido entrante se une al 
sitio activo, cede su grupo amino al piridoxal fosfato y 
sale en forma de a-cetoácido. A continuación se une el 
a-cetoácido entrante, acepta el grupo amino de la piri- 
doxamina fosfato y sale en forma de aminoácido. 


El glutamato libera su grupo amino en forma 
de amoníaco en el higado 


Tal como hemos visto, los grupos amino de muchos 
a-aminoácidos se recogen en el hígado en forma del 
grupo amino de moléculas de l-glutamato. A continua- 
ción estos grupos amino han de eliminarse del glutama- 
to para prepararlos para la excreción. En los hepatoci- 
tos, el glutamato se transporta desde el citosol a la 
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FIGURA 18-5 Piridoxal fosfato, grupo prostético de las | 
rasas. (a) El piridoxal fosfato (PLP) y su forma aminadap 
fosfato, son los coenzimas, fuertemente unidos, de las aminotranstera- 
sas. Los grupos funcionales están sambreados. (b) El piridoxal fosfato se 
une al enzima mediante interacciones no covalentes y una unión por 
base de Schiff (atdimina) con un residuo Lys del sitio activo. Los pasos 
para la formación de la base de Schiff entre una amina primaria y un 
grupo carbonilo se detailan en la Figura 14-6; (c) PLP (en rojo) unido a 


mitocondria en donde experimenta desaminación 
oxidativa catalizada por la L-glutamato deshidroge- 
nasa (M, 330.000). En los mamíferos, este enzima se 
encuentra en la matriz mitocondrial. Es el único enzima 
que puede utilizar tanto NAD* como NADP* como acep- 
tor de los equivalentes de reducción (Fig. 18-7). 

La acción combinada de una aminotransferasa y la 
glutamato deshidrogenasa se conoce como transdesa- 
minación. Algunos aminoácidos se saltan la ruta de 
transdesaminación y experimentan desaminación oxi- 
dativa directa. En la Sección 18.2 se explica con detalle 
el destino del NH; producido por cualquiera de estos 
procesos de desaminación. El a-cetoglutarato formado 
a partir de la desaminación del glutamato puede utili- 
zarse en el ciclo del ácido cítrico y para la síntesis de 
glucosa. 

La glutamato deshidrogenasa actúa en una impor- 
tante intersección de los metabolismos del carbono y 
del nitrógeno. Es un enzima alostérico con seis subuni- 
dades idénticas y su actividad está influida por un com- 
plicado conjunto de moduladores alostéricos. Los mejor 
estudiados son el modulador positivo ADP y el modula- 
dor negativo GTP. No se ha aclarado con detalle la expli- 
cación metabólica de este patrón de regulación. Las 


(e) 


aro ies activos del enzima dimérico aspartato aminotrans- 
E TN n, típica; (d) vista ampliada del sitio activo, 
con el PLP (en rojo, con el fósforo en amarillo) unido por enlace aldimina 
con la cadena lateral de la Lys** (púrpura): (e) otra vista ampliada del 
sitio activo, con el PL? unido al análogo dei sustrato 2-metilaspartato (en 


verde) vía una base de SchiHf [Fuente: (c, d, e) PDB ID 14JS. S. Rhee et 
al., 1 Biol. Chem. 272.17293, 1997]. 


mutaciones que alteran el sitio alósterico de unión de 
GTP, o que causan de alguna otra forma la activación 
permanente de la glutamato deshidrogenasa, conducen 
a un trastorno genético humano denominado síndrome 
de hiperinsulinismo-hiperamonemiía, que se caracteriza 
por niveles elevados de amoníaco en la sangre acompa- 
ñados de hipoglucemia. 


La glutamina transporta amoniaco en el torrente 
circulatorio 


El amoníaco es muy tóxico para los tejidos animales 
(más adelante examinaremos algunas posibles razones 
de su toxicidad) por lo que sus niveles en sangre están 
regulados. En muchos tejidos, incluido el cerebro, se 
genera amoníaco libre a través de algunos procesos 
tales como la degradación de nucleótidos. En la mayoría 
de animales gran parte del amoníaco libre se convierte 
en un compuesto no tóxico antes de ser exportado de 
los tejidos extrahepáticos a la sangre y transportado al 
hígado o los riñones. El glutamato, que es tan importan- 
te para el metabolismo ¿intracelular de grupos amino, 
es sustituido por la l-glutamina para esta función de 
transporte. El amoníaco libre producido en los tejidos 
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FIGURA DE MECANISMO 18-6 Algunas de las transformaciones en 
el carbono œ de aminoácidos facilitadas por el piridoxal fosfato. El piri- 
doxal fosfato se encuentra generalmente unido al enzima por medio de una 
base de Schiff , también llamada aldirmina interna. Esta forma activada del 
PLP se transamina fácilmente con formación de una nueva base de Schiff 
(aldimina externa) con el grupo a-amino del aminoácido sustrato. Se 
muestran tres destinos alternativos para la aldimina externa: O) transami- 
nación, @ racemización y @ descarboxilación. La base de Schiff formada 
entre el PLP y el aminoácido está conjugada con el anillo de piridina, que 
actúa como un sumidero electrónico que permite la deslocalización de un 


se combina con glutamato dando glutamina por acción 
de la glutamina sintetasa. Esta reacción requiere ATP 
y tiene lugar en dos pasos (Fig. 18-8). En el primer 
paso, el glutamato y el ATP reaccionan formando ADP y 
un intermedio y-glutamil fosfato que reacciona a conti- 
nuación con el amoníaco produciendo glutamina y fos- 
fato inorgánico. La glutamina constituye una forma de 
transporte no tóxica del amoníaco; normalmente está 
presente en la sangre en concentraciones mucho mayo- 
res que otros aminoácidos. La glutamina sirve además 
de fuente de grupos amino en diversas reacciones bio- 
sintéticas. La glutamina sintetasa está presente en 
todos los organismos, desempeñando siempre un papel 
metabólico central. En los microorganismos, este enzi- 
ma constituye un portal esencial para la entrada del 
nitrógeno fijado en los sistemas biológicos. (Las funcio- 


quinonoide Schiff base en el enzima regenerado) 
Estructuras resonantes intermediate 
para la estabilización de un (external aldimine) 
carbanión por el PLP 


par electrónico para evitar la formación de un carbanión inestable sobre el 
carbono a (recuadro). En los tres tipos de reacciones interviene un inter- 
medio quinonoide. La ruta de la transaminación @ es especialmente 
importante en las rutas descritas en este capítulo. La ruta resaltada aquí en 
amarillo (mostrada de izquierda a derecha) sólo representa una parte de la 
reacción global catalizada por las aminotransferasas. Para completar el pro- 
ceso, un segundo a-cetoácido reemplaza el que se ha liberado y se con- 
vierte en aminoácido en una inversión de los pasos de reacción (de derecha 
a izquierda). El piridoxal fosfato interviene también en determinadas reac- 
ciones en los carbonos 4 y y de algunos aminoácidos (no se muestra). 


nes de la glutamina y de la glutamina sintetasa en el 
metabolismo se volverán a tratar en el Capítulo 22). 

En la mayoría de animales terrestres, la glutamina 
en exceso respecto a la necesaria para la biosíntesis se 
transporta por la sangre al intestino, hígado y riñones 
para su tratamiento. En estos tejidos el nitrógeno amí- 
dico se libera en forma de ión amonio dentro de las 
mitocondrias, en donde el enzima glutaminasa con- 
vierte la glutamina en glutamato y NH; (Fig. 18-8). El 
NH; del intestino y riñón se transporta por la sangre al 
hígado. En el hígado, el amoníaco de todas estas fuentes 
se elimina mediante la síntesis de urea, Parte del gluta- 
mato producido en la reacción de la glutaminasa puede 
ser aún modificado en el hígado por la glutamato deshi- 
drogenasa, liberando más amoníaco y produciendo 
esqueletos carbonados para ser utilizados como com- 
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FIGURA 18-7 Reacción catalizada por la glutamato deshidrogenasa. 
La glutamato deshidrogenasa hepática de los mamiferos tiene ta capaci- 
dad poco común de utilizar tanto NAD" como NADP* como cofactor. 
Las glutamato deshidrogenasas de las plantas y microorganismos son 
generalmente específicas para el uno o el otro. El enzima de los mamíte- 
ros está regulado alostéricamente por GTP y ADP. 


bustible metabólico. No obstante, la mayor parte del 
glutamato entra en las reacciones de transaminación 
necesarias para la biosíntesis de aminoácidos y otros 
procesos (Capítulo 22). 
En la acidosis metabólica los riñones ` 
tan la modificación de la glutamina. No todo el 
exceso de NH; así producido se libera a la sangre o se 
convierte en urea, sino que se excreta directamente a la 
orina: una parte se excreta directamente a la orina. En 
el riñón, el NH; forma sales con ácidos metabólicos, 
facilitando su eliminación en la orina. La descarboxila- 
ción del a-cetoglutarato en el ciclo del ácido cítrico 
proporciona también bicarbonato que puede servir 
como tampón en el plasma sanguíneo. En conjunto, 
estos efectos del metabolismo de la glutamina en los 
riñones tienden a contrarrestar la acidosis. $ 


La alanina transporta amoníaco desde los músculos 
esqueléticos al hígado 


La alanina también juega un papel especial en el trans- 
porte de grupos amino al hígado en una forma no tóxica, 
mediante una ruta denominada ciclo de la gluco- 
sa-alanina (Fig. 18-9). En el músculo y en algunos 
otros tejidos que degradan aminoácidos como combus- 
tible, los grupos amino se recogen en forma de glutama- 
to por transaminación (Fig. 18-2a). El glutamato puede 
entonces convertirse en glutamina para su transporte al 
hígado tal como se ha descrito, o puede transferir su 
grupo a-amino al piruvato, un producto de la glucólisis 
muscular fácilmente asequible, por acción de la alanina 
aminotransferasa (Fig. 18-9). La alanina así formada, 
pasa a la sangre y es transportada al hígado. En el cito- 
sol de los hepatocitos, la alanina aminotransferasa 
transfiere el grupo amino de la alanina al a«-cetoglutara- 
to, formando piruvato y glutamato. El glutamato puede 
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STA, sporte de amoníaco en forma de glutamina. El 

de los tejidos se adiciona al glutamato en forma de 
glutamina, un proceso catalizado por la glutamina sintetasa. Después de 
su transporte a través de la sangre la glutamina entra en el hígado donde 
el enzima glutaminasa libera NH,* en la mitocondria. 


entrar en las mitocondrias, donde la reacción de la glu- 
tamato deshidrogenasa libera NH; (Fig. 18-7), o puede 
experimentar transaminación con oxalacetato forman- 
do aspartato que, tal como veremos, es otro dador de 
nitrógeno en la síntesis de urea. 

La utilización de alanina para transportar amoníaco 
desde el músculo esquelético al hígado es otro ejemplo 
de la economía intrínseca de los organismos vivos. Los 
músculos esqueléticos sometidos a contracción vigorosa 
operan de forma anaeróbica, produciendo piruvato y 
lactato a partir de la glucólisis además de amoníaco a 
partir de la degradación de proteínas. Estos productos 
han de ir a parar al hígado, en donde el piruvato y el 
lactato se incorporan a la glucosa, que es devuelta a los 
músculos, y el amoníaco se convierte en urea para su 
excreción. El ciclo de la glucosa-alanina, junto con el 
ciclo de Cori (véase el Recuadro 14-2 y la Fig. 23-21), 
consiguen esta transacción. La carga energética de la 
gluconeogénesis se impone así al hígado y no al múscu- 
lo, con lo que todo el ATP disponible en el músculo se 
dedica a la contracción muscular. 


El amoníaco es tóxico para los animales 

== La producción catabólica de amoníaco plantea 
y un problema bioquímico serio debido a que el 
amoníaco es muy tóxico. El cerebro es especialmente 
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FIGURA 18-9 Ciclo de la glucosa-alanina. La alanina actúa como 
transportador de amoniaco y del esqueleto caybegado del pipwats 


desde el músculo esquelético al higado. El amoni ES 


vato se utiliza para producir glucosa, que vuelve a 


sensible; las lesiones debidas a la toxicidad del amonía- 
co producen deterioro cognitivo, ataxia y ataques epi- 
lépticos. En casos extremos aparece hinchazón del 
cerebro que conduce a la muerte. Están empezando a 
conocerse de manera gradual las bases moleculares de 
esta toxicidad. En la sangre, alrededor del 98% del amo- 
níaco se encuentra en la forma protonada (NH¡), que 
no cruza la membrana plasmática, La pequeña cantidad 
de NH, presente cruza fácilmente todas las membranas, 
incluida la barrera hematoencefálica, lo que permite su 
entrada en las células, donde una gran parte adquiere 
un protón y puede acumularse en el interior de las célu- 
las en forma de NH}. 

Para liberar al citosol del exceso de amoníaco es 
necesaria la aminación reductora del a-cetoglutarato a 
glutamato por la glutamato deshidrogenasa (el inverso 
de la reacción descrita anteriormente; Fig. 18-7) y la 
conversión del glutamato en glutamina por la glutamina 
sintetasa. En el cerebro, solo los astrocitos, células en 
forma de estrella del sistema nervioso que proporcionan 
nutrientes, sostén y aislamiento a las neuronas, expre- 
san la glutamina sintetasa. El glutamato y su derivado 
y-aminobutirato (GABA; véase la Fig. 22-31), son neu- 
rotransmisores importantes; parte de la sensibilidad del 
cerebro al amoníaco podría ser reflejo de una desapari- 
ción de glutamato en la reacción de la glutamina sinte- 
tasa. Sin embargo, la actividad glutamina sintetasa es 
insuficiente para afrontar el exceso de amoníaco, o para 
explicar totalmente su toxicidad. 


NM 
Sa 
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Una [NH}] aumentada también altera la capacidad 
de los astrocitos para mantener la homeostasis del pota- 
sio a través de la membrana. El NH}? compite con el K* 
para su transporte al interior de la célula mediante la 
Na'K* ATPasa, lo que conduce a una [K+] extracelular 
elevada. El exceso de K* extracelular entra en las neu- 
ronas mediante un cotransportador paralelo (symport), 
el cotransportador Na'-K*-2CF 1 (NKCC1), que 
lleva consigo Na* y 2Cr. El exceso de CI en estas neu- 
ronas altera su respuesta cuando el neurotransmisor 
GABA interacciona con sus receptores GABA,, produ- 
ciendo una despolarización anormal y una actividad 
neuronal aumentada que, probablemente, explica la 
incoordinación neuromuscular y los ataques que a 
menudo se producen como resultado del envenena- 
miento por amoníaco. Si la [NH¿] extracelular permane- 
ce elevada, la perturbación de los canales iónicos y de 
acuaporina de los astrocitos provoca el hinchamiento de 
las células lo que resulta en un edema cerebral fatal, E 

Al cerrar esta discusión sobre el metabolismo del 
grupo amino, observe que hemos descrito varios proce- 
sos que depositan el exceso de amoníaco en las mito- 
condrias de los hepatocitos (Fig. 18-2). Pasaremos 
ahora a discutir el destino de este amoníaco. 


RESUMEN 18.1 Destinos metabólicos de los grupos amino 


© Una pequeña parte de la energía oxidativa en los 
humanos proviene del catabolismo de los aminoácidos. 
Los aminoácidos se obtienen en la degradación normal 
(reciclado) de las proteínas celulares, degradación de 
nas ingeridas y degradación de las proteínas 
s en lugar de otras fuentes de combustible 
durante la inanición o en la diabetes mellitus no contro- 
lada. 
MB” Las proteínas ingeridas son degradadas por protea- 
sas en el estómago e intestino delgado. La mayoría de 
las proteasas se sintetizan inicialmente en forma de 
zimógenos inactivos. 
E Una etapa temprana del catabolismo de los aminoá- 
cidos es la separación del grupo amino de su esqueleto 
carbonado. En la mayoría de casos el grupo amino se 
transfiere al a-cetogiutarato formando glutamato. Esta 
reacción de transaminación requiere el coenzima piri- 
doxal fosfato. 
© El glutamato se transporta a las mitocondrias hepá- 
ticas, en donde la glutamato deshidrogenasa libera el 
grupo amino en forma de ión amonio (NH¿). El amonía- 
co formado en otros tejidos se transporta al hígado en 
forma del nitrógeno amídico de la glutamina o, en el 
transporte desde el músculo esquelético, como grupo 
amino de la alanina. 
E” El piruvato producido por desaminación de la alani- 
na en el hígado se convierte en glucosa, la cual se vuelve 
a transportar al músculo como parte del ciclo de la glu- 
cosa-alanina. 


18.2 Excreción del nitrógeno 
y ciclo de la urea 


Si no se reutilizan para la síntesis de nuevos aminoáci- 
dos u otros productos nitrogenados, los grupos amino se 
canalizan a un único producto final de excreción 
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(Fig. 18-10). La mayoría de especies acuáticas, tales 
como los peces óseos, excretan el nitrógeno amínico en 
forma de amoníaco por lo que se les llama animales 
amonotélicos. El amoníaco tóxico simplemente se 
diluye en el agua circundante. Los animales terrestres 
necesitan vías para la excreción del nitrógeno que mini- 
micen tanto la toxicidad como la pérdida de agua. La 
mayoría de animales terrestres son ureotélicos, excre- 
tan el nitrógeno amínico en forma de urea; las aves y los 
reptiles son wricotélicos, excretan el nitrógeno amíni- 
co en forma de ácido úrico. (La ruta para la síntesis de 
ácido úrico se describe en la Figura 22-48). Las plantas 
reciclan virtualmente todos los grupos amino por lo que 
la excreción de nitrógeno sólo tiene lugar en circunstan- 
cias muy poco comunes. 

En los organismos ureotélicos, el amoníaco deposi- 
tado en las mitocondrias de los hepatocitos se convierte 
en urea mediante el cielo de la urea. Esta ruta fue 
descubierta en 1932 por Hans Krebs (que más tarde 
también descubriría el ciclo del ácido cítrico) y un estu- 
diante médico asociado, Kurt Henseleit. La producción 
de urea tiene lugar casi exclusivamente en el hígado y 
representa el destino de la mayor parte del amoníaco 
allí canalizado. La urea pasa al torrente sanguíneo y de 
ahí a los riñones y se excreta en la orina. La producción 
de urea constituirá ahora el centro de nuestra atención. 


La urea se produce a partir de amoníaco en cinco pasos 
enzimáticos 


El ciclo de la urea empieza en el interior de le 
drias del hígado, si bien tres de los pasos p 
tienen lugar en el citosol; por tanto, el ciclo abafez 
compartimientos celulares (Fig. 18-10). El primer grupo 
amino que entra en el ciclo de la urea proviene del amo- 
maco de la matriz mitocondrial, (NH; que es el resulta- 
do de las rutas descritas en la sección anterior). Parte 
del amoníaco también llega al hígado vía vena porta 
desde el intestino, en donde se produce por oxidación 
bacteriana de aminoácidos. Cualquiera que sea su ori- 
gen, el NH; generado en las mitocondrias hepáticas se 
utiliza inmediatamente, junto con el CO, (en forma de 
HCO,) producido por la respiración mitocondrial, para 
dar carbamil fosfato en la matriz (Fig. 18-11la; véase 
también la Fig. 18-10). Esta reacción dependiente de 
ATP está catalizada por la carbamil fosfato sintetasa 
1, un enzima regulador (véase más adelante). La forma 
mitocondrial del enzima es distinta de la forma citosóli- 
ca (II) que tiene una función diferente en la biosíntesis 
de pirimidinas (Capítulo 22). 

El carbamil fosfato, que funciona como un dador 
activado del grupo carbamilo, entra ahora en el ciclo de 
la urea, que consta de sólo cuatro pasos enzimáticos. 
En primer lugar, el carbamil fosfato cede su grupo car- 
bamílo a la orritina para formar citrulina y libera P, 
(Fig. 18-10, paso (€) ). La reacción está catalizada por la 
ornitina transcarbamilasa. La ornitina no es uno de 
los 20 aminoácidos comunes que se encuentran en las 
proteínas, pero es un intermediario clave en el metabo- 
lismo nitrogenado. Se sintetiza a partir del glutamato 
en una ruta de cinco pasos descrita en el Capítulo 22. 
La ornitina desempeña un papel similar al del oxalace- 
tato en el ciclo del ácido cítrico, aceptando material en 
cada vuelta del ciclo de la urea. La citrulina formada en 


el primer paso del ciclo de la urea pasa de la mitocon- 
dria al citosol. 

El segundo grupo amino se introduce en los dos 
pasos siguientes. La fuente es aspartato generado en la 
mitocondria por transaminación y transportado al cito- 
sol. Una reacción de condensación entre el grupo amino 
del aspartato y el grupo ureido (carbonilo) de la citruli- 
na forma argininosuccinato (paso QY en la Fig. 18-10). 
Esta reacción citosólica, catalizada por la argininosuc- 
cinato sintetasa, requiere ATP y tiene lugar a través 
de un intermedio citrulil-AMP (Fig. 18-11b). A conti- 
nuación se corta el argininosuccinato por la arginino- 
succinasa (paso @ en la Fig. 18-10), para formar 
arginina libre y fumarato; este último se convierte en 
malato antes de entrar en la mitocondria y unirse a la 
reserva de intermediarios del ciclo del ácido cítrico. 
Éste es el único paso reversible del ciclo de la urea. En 
la última reacción del ciclo de la urea (paso Y) ), el enzi- 
ma citosólico arginasa corta la arginina dando urea y 
ornitina. La ornitina se transporta a la mitocondria para 
iniciar otra vuelta del ciclo de la urea. 

Tal como observamos en el Capítulo 16, los enzi- 
mas de muchas rutas metabólicas están agrupados en 
metabolones. El producto de un enzima se canaliza 
directamente al siguiente enzima de la vía. En el ciclo 
de la urea, los enzimas mitocondriales y citosólicos 
parecen estar agrupados de esta forma. La citrulina 
transportada al exterior de la mitocondria no se diluye 
en la reserva general de metabolitos del citosol sino 
que pasa directamente al sitio activo de la argininosuc- 


Nch ato sintetasa. Esta canalización entre enzimas conti- 


wr Il ninosuccinato, arginina y ornitina. Sólo 
e libera la úrea a la reserva (pool) general de metabo- 
litos del citosol. 


Los ciclos del ácido cítrico y de la urea pueden conectarse 


Dado que el fumarato producido en la reacción de la 
argininosuccinasa es también un intermediario del ciclo 
del ácido cítrico, los ciclos están, en principio, interco- 
nectados en un proceso conocido como el “doble ciclo 
de Krebs” (Fig. 18-12). Sin embargo, cada ciclo puede 
funcionar de manera independiente y la comunicación 
entre ellos depende del transporte de intermediarios 
clave entre la mitocondria y el citosol. Entre los trans- 
portadores principales de la membrana mitocondrial 
interna se encuentran el transportador de malato-a-ce- 
toglutarato, el transportador de glutamato-aspartato y 
el transportador de glutamato-OH-. En conjunto, estos 
transportadores facilitan el movimiento de malato y 
glutamato al interior de la matriz mitocondrial y el movi- 
miento de aspartato y a-cetoglutarato hacia fuera al 
citosol. 

Varios enzimas del cicio del ácido cítrico, incluida la 
fumarasa (fumarato hidratasa) y la malato deshidroge- 
nasa, también están presentes como isozimas en el 
citosol. No existe un transportador que mueva directa- 
mente el fumarato generado en la síntesis citosólica de 
arginina de nuevo hacia la matriz mitocondrial. Sin 
embargo, el fumarato puede convertirse en malato en el 
citosol. El fumarato y el malato pueden seguir siendo 
metabolizados en el citosol o se puede transportar el 
malato a las mitocondrias para su utilización en el ciclo 
del ácido cítrico. El aspartato formado en las mitocon- 
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FIGURA 18-10 Ciclo de la urea y reacciones que introducen grupos 
amino en el mismo. Los enzimas que catalizan estas reacciones (nom- 
brados en el texto) se distribuyen entre la matriz mitocondrial y el cito- 
sol. Un grupo amino entra en el cicio de la urea en forma de carbamil 
fosfato formado en la matriz; el otro entra corno aspartato, formado en 
la matriz por transaminación del oxalacetato y el giutamato, catalizada 
por la aspartato aminotransferasa. El ciclo de la urea consta de cuatro 
pasas: @ Formación de citrulina a partir de ornitina y carbami! fosfato 


(entrada del primer grupo amino); la citrutina pasa al citosol. @ Forma- 
ción de argininosuccinato a través de un intermedio citrulil-AMP 
(entrada de! segundo grupo amino). @ Formación de arginina a partir 
del argininosuccinato; esta reacción libera fumarato que entra en el ciclo 
del ácido cítrico. @ Formación de urea; esta reacción también regenera 
la ornitina. Las vías mediante las que el NH,? llega a la matriz mitocon- 
drial de los hepatocitos se describieron en la Sección 18.1, 
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FIGURA DE MECANISMO 18-11 Reacciones de adquisición de 
nitrógeno en la sintesis de urea. Los nitrógenos de la urea se adquieren 
en dos reacciones que requieren ATP. (a) El primer nitrógeno del amo- 
níaco entra en la reacción catalizada por la carbamil fosfato sintetasa f. 
Los grupos fosfato terminales de dos moléculas de ATP se utilizan para 


puede ser transportado al citosol, en donde 4 
dador de nitrógeno en la reacción del ciclo del 
catalizada por la argininosuccinato sintetasa. Estas 
reacciones, que constituyen la desviación del aspar- 

to-argininosuccinato, proporcionan vínculos meta- 
bólicos entre las rutas separadas por las que se transfor- 
man los grupos amino y los esqueletos carbonados de 
los aminoácidos. 

La utilización del aspartato como dador de nitróge- 
no en el ciclo de la urea puede parecer una forma rela- 
tivamente complicada de introducir el segundo grupo 
amino en la urea. No obstante, tal como se verá en el 
Capítulo 22 esta vía de incorporación del nitrógeno es 
una de las dos formas habituales de introducir grupos 
amino en las biomoléculas que los contienen. En el ciclo 
de la urea existen conexiones adicionales entre rutas 
que pueden ayudar a explicar por qué se utiliza el aspar- 
tato como dador de nitrógeno. Los ciclos de la urea y del 
ácido cítrico están fuertemente ligados a un proceso 
adicional que incorpora NADH a la mitocondria en 
forma de equivalentes de reducción. Tal como se descri- 
be en el próximo capítulo, el NADH producido en la 
glucálisis, oxidación de ácidos grasos y otros procesos 
no puede transportarse a través de la membrana mito- 
condrial interna. En lugar de ello se levan a la mitocon- 
dria equivalentes de reducción mediante la conversión 
del oxalacetato en malato con NADH y el transporte del 
malato a la matriz mitocondrial vía el transportador de 
malato-a-cetoglutarato. Una vez en el interior de la 
mitocondria, el malato puede reconvertirse en oxalace- 
tato con generación de NADH. El oxalacetato se con- 
vierte en aspartato en la matriz y se transporta fuera de 
la mitocondria por el transportador de aspartato-gluta- 
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formar una molécula de carbamil fosfato. Dicho de otra forma, en esta 
reacción hay dos pasos de activación (@ y @). (b) En la reacción cata- 
lizada por la argininosuccinato sintetasa, entra el segundo nitrógeno pro- 
cedente del aspartato. La activación del oxígeno ureido de la citrulina en 
el paso @ prepara la adición de aspartato en el paso O). 


mato. Esta lanzadera de malato-aspartato completa otro 
ona para mantener el suministro de 

ondria (véase la Fig. 18-12; véase tam- 
Bén la Fig. 19-31). 

Estos procesos requieren que se mantenga un equi- 
librio en el citosol entre las concentraciones de gluta- 
mato y aspartato. El enzima que transfere grupos 
amino entre estos aminoácidos clave es la aspartato 
aminotransferasa, AAT (también llamada glutama- 
to-oxalacetato transaminasa, GOT}. Este enzima es 
unos de los enzimas más activos en los hepatocitos y 
otros tejidos. Cuando se produce un daño tisular este 
enzima, que se mide fácilmente, a la par que otros se 
filtra a la sangre. Así, la determinación de los niveles 
sanguíneos de enzimas hepáticos es importante para el 
diagnóstico de diversas enfermedades (véase el Recua- 
dro 18-1). 


La actividad del cido de la urea está regulada 
a dos niveles 


El flujo de nitrógeno a través del ciclo de la urea varía 
de un individuo a otro con la dieta. Cuando la dieta es 
mayoritariamente proteína, la utilización de los esquele- 
tos carbonados de los aminoácidos como combustible 
da lugar a la producción de mucha urea a partir del 
exceso de grupos amino. Durante la inanición prolonga- 
da, en la que la degradación de proteína muscular 
empieza a suministrar gran parte de la energía metabó- 
lica del organismo, también aumenta de manera sustan- 
cial la producción de urea. 

Estos cambios en la demanda de actividad del ciclo 
de la urea se consiguen a largo plazo mediante la regu- 
lación de las velocidades de síntesis de los cuatro enzi- 
mas del ciclo de la urea y de la carbamil fosfato sinteta- 


FIGURA 18-12 Conexiones entre el ciclo de la urea y el ciclo del 
ácido cítrico. Los ciclos interconectados han sido denominados el “doble 
ciclo (biciclo) de Krebs”. Las vías que conectan los ciclos del ácido 
cítrico y de la urea se denomina desviación del aspartato-argini j 
nato. Estas rutas conectan de forma efectiva lo tino 

amino y los esqueletos carbonados de los amiñqé EX) 

xiones son muy complejas. Por ejermplo, algunos enzimas del ciclo del 


ácido cítrico, tales como la fumarasa y la malato deshidrogenasa, tienen 
tanto isozimas mitocondriales como citosólicos. El fumarato producido 


sa I en el hígado. Los cinco enzimas se sintetizan a 
velocidades más elevadas durante la inanición o en los 
animales con dietas muy ricas en proteínas que en ani- 
males bien alimentados con dietas que contienen prin- 
cipalmente glúcidos y grasas. Los animales con dietas 
carentes de proteínas producen niveles más bajos de los 
enzimas del ciclo de la urea. 

En una escala de tiempo más corta, la regulación 
alostérica de al menos un enzima clave ajusta el flujo a 
través del ciclo de la urea. El primer enzima de la ruta, 
la carbamil fosfato sintetasa I, está activado alostérica- 
mente por el N-acetilglutamato, que se sintetiza a 
partir de acetil-CoA y glutamato por la N-acetilgluta- 
mato sintasa (Fig. 18-13). Este enzima cataliza el 
primer paso de la síntesis de novo de la arginina a partir 
de glutamato en plantas y microorganismos (véase la 
Fig. 22-12), pero en los mamíferos la actividad N-acetil- 
glutamato sintasa en el hígado tiene una función pura- 
mente reguladora (los mamíferos carecen del resto de 
enzimas necesarios para convertir el glutamato en argi- 
nina). Los niveles de estado-estacionario del N-acetil- 
glutamato vienen determinados por las concentraciones 
de glutamato y de acetil-CoA (los sustratos de la N-ace- 
tilglutamato sintasa) y de arginina (un activador de la 
N-acetilglutamato sintasa y, por consiguiente, un activa- 
dor del ciclo de la urea). 
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Arginina 


en el citosol, ya sea por el ciclo de la urea, la biosíntesis de purinas u 
otros procesos, puede convertirse en malato citosólico, que se utiliza en 
el citosol o se transporta a la mitocondria para entrar en el ciclo del 
ácido cítrico. Estos procesos están, además, interconectados con la lan- 


a del malato-aspartato, un conjunto de reacciones que introducen 
ATEN. de reducción en la mitocondria (véase la Figura 19-31). 
Estos diferentes ciclos y procesos basan su acción en un número limi- 

tado de transportadores de la membrana mitocondrial interna. 
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FIGURA 18-13 Síntesis de N-acetilglutamato y su activación de la 
carbamil fosfato sintetasa |. 
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MEDICINA 


El análisis de ciertas actividades enzimáticas en el 
suero sanguíneo proporciona información diagnósti- 
ca útil sobre diversas condiciones patológicas. 
| La alanina aminotransferasa (ALT; también 
| denominada glutamato-piruvato transaminasa, GPT) 
| y la aspartato aminotransferasa (AAT; también deno- 
minada glutamato-oxalacetato transaminasa, GOT) 
¡ Son importantes para el diagnóstico de lesiones car- 
i díacas y hepáticas, causadas por ataque de corazón, 
toxicidad de fármacos, o infección. Tras un ataque al 
corazón, diversos enzimas, incluidos estas amino- 
transferasas, escapan de las células cardíacas lesio- 
nadas al torrente circulatorio. La determinación de la 
concentración en el suero sanguíneo de estas dos 
: aminotransferasas mediante las pruebas de la SGPT 
y SGOT (S de suero), y de otro enzima, la creatina 
quinasa, mediante la prueba de la SCK, puede pro- 
porcionar información sobre la gravedad de la lesión. 
La creatina quinasa es el primer enzima cardíaco que 


RECUADRO 18-1 


A 


Las interconexiones entre rutas reducen el coste 
energético de la síntesis de urea 


Si se considera el ciclo de la urea aisladamente, la sínte- 
sis de una molécula de urea requiere cuatro grupos 
fosfato de alta energía (Fig. 18-10). Se requieren dos 
moléculas de ATP para producir el carbamil rs 

ATP para producir argininosuccinato. Este últi P 
sufre una escisión del pirofosfato dando AMP y PP,, que 
es hidrolizado a dos P.. La ecuación global del ciclo de la 
urea es 


2NH; + HCO; + 3 ATP* + H,O — 
urea + 2 ADP* + 4P% + AMP” + 2H" 


Sin embargo, este coste aparente se mejora por las 
interconexiones entre rutas antes descritas. El fumara- 
to generado en el ciclo de la urea se convierte en malato 
que se transporta a la mitocondria (Fig. 18-12). En la 
matriz mitocondrial se genera NADH en la reacción de 
la malato deshidrogenasa. Cada molécula de NADH 
puede generar hasta 2,5 ATP durante la respiración 
mitocondrial (Capítulo 19), lo que reduce enormemente 
el coste energético global de la síntesis de urea. 


Defectos genéticos en el ciclo de la urea 
pueden ser letales 


Las personas con defectos genéticos en cualquie- 

ra de los enzimas que intervienen en la forma- 
ción de urea no pueden tolerar una dieta rica en proteí- 
nas. Los aminoácidos ingeridos en exceso a los requeri- 
mientos diarios mínimos para la síntesis de proteínas se 
desaminan en el hígado, produciendo amoníaco libre 
que no puede ser convertido en urea y exportado a la 
sangre y, tal como hemos visto, el amoníaco es muy 
tóxico. La ausencia de un enzima del ciclo de la urea 
puede producir hiperamonemia o la acumulación de 
uno o más intermediarios del ciclo de la urea, según cual 
sea el enzima ausente. Dado que la mayoría de pasos del 


Determinación de lesiones tisulares 


aparece en la sangre después de un ataque de cora- 
zón; también desaparece rápidamente de la sangre. 
La GOT es la siguiente en aparecer y la GPT lo hace 
más tarde. La lactato deshidrogenasa también escapa 
desde el músculo cardíaco lesionado o anaeróbico. 

Las pruebas de la SGOT y la SGPT también son 
importantes en medicina del trabajo, para determinar 
si las personas expuestas a tetracioruro de carbono, 
cloroformo u otros disolventes industriales, han sufri- 
do lesión hepática. La degeneración del hígado pro- 
ducida por estos disolventes va acompañada del paso 
a la sangre de diversos enzimas de los hepatocitos 
dañados. Las aminotransferasas son de gran utilidad 
en el control de las personas expuestas a estos com- 
puestos químicos, debido a que tienen una actividad 
elevada en el hígado por lo que es probable que se 
encuentren entre las proteínas vertidas por los hepa- 
tocitos dañados; además, su actividad en la sangre se 
puede detectar a muy bajas concentraciones. 


ciclo de la urea son irreversibles, puede, a menudo, 
identificarse la actividad enzimática ausente mediante 
la determinación de qué intermediario del ciclo se 
encuentra a una concentración especialmente elevada 
en la sangre y/o en la orina. Aunque la degradación de 
inoácidos puede tener consecuencias graves para la 
iÉuos con deficiencias en el ciclo de la 
ea, la opción de una dieta carente de proteínas no es 
satisfactoria. Los humanos son incapaces de sintetizar 
la mitad de los 20 aminoácidos estándar, y estos ami- 
noácidos esenciales (Tabla 18-1) se han de suminis- 
trar en la dieta, 
A los pacientes con defectos en el ciclo de la urea 
se les aplican diversos tratamientos. La administración 
cuidadosa de los ácidos aromáticos benzoato o fenilbu- 


Aminoácidos no esenciales 


TABLA 18-1 


y esenciales para humanos 
y rata albina 


Condicionalmente 
No esenciales esenciales? Esenciales 
| Alanina Arginina Histidina | 
| Asparagina Cisteína Isoleucina | 
| Aspartato Glutamina Leucina | 
Glutamato Glicina Lisina | 
Serina Prolina Metionina | 
Tirosina Fenilalanina | 
Treonina | 
Triptófano 
| Valina 


“Parcialmente esencial en animales jóvenes en crecimiento y/o 
durante una l 


tirato en la dieta puede ayudar a reducir los niveles de 
amoníaco en la sangre. El benzoato se convierte en 
benzoil-CoA, que se combina con la glicina formando 
hipurato (Fig. 18-14, izquierda). La glicina utilizada en 
esta reacción debe ser regenerada, y así el amoníaco se 
utiliza en la reacción de la glicina sintasa. El fenilbutira- 
to se convierte en fenilacetato por 4-oxidación. El feni- 
lacetato se convierte entonces en fenilacetil-CoA que se 
combina con glutamina para formar fenilacetilglutamina 
(Fig. 18-14, derecha). La eliminación consiguiente de 
glutamina desencadena su síntesis adicional por la glu- 
tamina sintasa (véase la Ec. 22-1) en una reacción que 
capta amoníaco. Tanto el hipurato como la fenilacetil- 
glutamina son compuestos no tóxicos que se excretan 
en la orina. Aunque las rutas mostradas en la Figura 
18-14 sólo realizan contribuciones minoritarias al meta- 
bolismo normal, son importantes cuando se ingieren 
ácidos aromáticos. 

Otras terapias son más específicas de una determi- 
nada deficiencia enzimática. La deficiencia de N-acetil- 
glutamato sintasa tiene como resultado la ausencia del 
activador normal de la carbamil fosfato sintetasa I (Fig. 
18-13). Este estado puede tratarse administrando car- 
bamil glutamato, un análogo del N-acetilglutamato que 
es efectivo como activador de la carbamil fosfato sinte- 
tasa 1. 


O coo” 
H2N—C—NH—C—H 
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Carbami! glutamato 


Para las deficiencias en ornitina transcarbamilasa, argi- 
ninosuccinato sintetasa, y argininosuccinasa, es útil suple- 
mentar la dieta con arginina. Muchos de estos tratamien- 
tos deben ir acompañados de un control estricto de la 
dieta y de suplementos de los aminoácidos esenciales. 
En los pocos casos de deficiencia de arginasa, la argi- 
nina, el sustrato del enzima defectuoso, debe eliminarse 
de la dieta. Y 
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M El amoníaco es muy tóxico para los tejidos anima- 
les. En el ciclo de la urea, la ornitina se combina con el 
amoníaco, en forma de carbamil fosfato, para formar 
citrulina. Un segundo grupo amino se transfiere a la 
citrulina desde el aspartato para formar la arginina, el 
precursor inmediato de la urea. La arginasa cataliza la 
hidrólisis de la arginina a urea y ornitina; la ornitina se 
regenera en cada vuelta del ciclo. 

M El ciclo de la urea tiene como resultado una conver- 
sión neta de oxalacetato en fumarato, ambos interme- 
diarios del ciclo del ácido cítrico. Los dos ciclos están, 
por tanto, interconectados. 

E La actividad del ciclo de la urea está regulada al 
nivel de la síntesis de enzimas y por regulación alostéri- 
ca del enzima que cataliza la formación de carbamil 
fosfato. 


18.3 Rutas de degradación de los aminoácidos 687 


CH)—CH)2— CH) (007 


Fenilbutirato 


CoA-5H 
H-oxidación 


coo” CH¿—C007 


+ CoA-SH + CoA-SH 


Benzoato Fenilacetato 


ATP ATP 
AMP + PP, AMP + PP, 

S-CoA O 

y 
CH,—C—S-CoA 


Fenilacetil-CoA 
H¿N—CH—COO coo 
H;Ñ—CH 


(benzoilgticina) 


NH) 
Fenilacetilglutamina 


(Y) FIGURA 18-14 Tratamiento de carencias de enzimas del 
ciclo de la urea. Los ácidos aromáticos benzoato y fenilbutirato 
administrados en la dieta se metabolizan y combinan con glicina y gluta- 
mina, respectivamente, y los productos se excretan en la orina. La sínte- 
sis posterior de glicina y glutamina para reponer las reservas de estos 
intermediarios elimina amoníaco de la sangre. 


18.3 Rutas de degradación 
de los aminoácidos 


El catabolismo de los aminoácidos normalmente sólo 
representan del 10 al 15% de la producción energética del 
cuerpo humano; estas rutas no son ni mucho menos tan 
activas como la glucólisis y la oxidación de los ácidos gra- 
sos. Además, el flujo a través de estas rutas varía mucho, 
dependiendo del equilibrio entre los requerimientos para 
procesos biosintéticos y la disponibilidad de un aminoáci- 
do determinado. Las 20 rutas catabólicas convergen para 
formar sólo seis productos principales, que entran todos 
ellos en el ciclo del ácido cítrico (Fig. 18-15). De ahí los 
esqueletos carbonados se pueden desviar bacia la gluco- 
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Cuerpos 
cetónicos 


Isocitrato 


Acetoacetil-CoA / i 


Citrato 


Acetil-CoA 


Piruvato 


FIGURA 18-15 Resumen del catabolismo de los aminoácidos Los 
aminoácidos se agrupan según su producto final de degradación principa!. 
Algunos aminoácidos se mencionan más de una vez puesto que diferen- 
tes partes de su esqueleto carbonado se degradan a diferentes productos 


finales. La figura muestra las rutas catabólicas principales en anima Nr 
ð RO 


tebrados, si bien existen pequeñas variaciones entre especi 
dos. La treonina, por ejemplo, se degrada al menos a través de cos rutas 


neogénesis o la cetogénesis o se pueden oxidar completa- 
mente a CO, y H,O. 

Los esqueletos carbonados de siete de los aminoá- 
cidos se degradan, total o parcialmente, dando en últi- 
mo término acetil-CoA. Cinco aminoácidos se convier- 
ten en a-cetoglutarato, cuatro en succinil-CoA, dos en 
fumarato y dos en oxalacetato. Partes, o la totalidad, de 
seis aminoácidos se convierten en piruvato que puede 
convertirse en acetil-CoA o en oxalacetato. Las rutas 
individuales de los 20 aminoácidos se resumen más ade- 
lante por medio de diagramas de flujo que conducen a 
un punto específico de entrada en el ciclo del ácido 
cítrico. En estos diagramas se muestran en color los 
átomos de carbono que entran en el ciclo del ácido cítri- 
co. Observe que algunos aminoácidos aparecen más de 
una vez lo que es reflejo del hecho que partes diferentes 
de sus esqueletos carbonados tienen destinos diferen- 
tes. En lugar de examinar cada paso de cada ruta del 
catabolismo de los aminoácidos, se escogerán para una 
especial discusión algunas reacciones enzimáticas que 
son especialmente interesantes por sus mecanismos o 
por su significación médica. 


Algunos aminoácidos se convierten en glucosa, 
otros en cuerpos cetónicos 


Los siete aminoácidos que se degradan total o parcial- 
mente a acetoacetil-CoA y/o acetil-CoA (fenilalanina, 
tirosina, isoleucina, leucina, triptófano, treonina y lisi- 
na) pueden dar cuerpos cetómicos en el hígado, en 


a-Cetoglutarato 
| Succinil-CoA |e 


-Succinato 


EJ] Giucogénico 


EJ Cetogénico 


diferentes (véanse las Figs. 18-19, 18-27) pudiendo variar la importancia de 
cada ruta en función del organismo y de las condiciones metabólicas. Los 
aminoácidos glucogénicos y cetogénicos también quedan delineados en la 
igura por el color del sombreado. Observe que hay cinco aminoácidos que 

na la vez glucogénicos y cetogénicos. Los aminoácidos que se degradan 
Mí (Pd hon potencialmente cetogénicos. Sólo dos aminoáci- 
Jos, leucina y lisina, son exclusivamente cetogénicos. 


donde el acetoacetil-CoA se convierte en acetoacetato y 
a continuación en acetona y 4-hidroxibutirato (véase la 
Fig. 17-18). Estos son los aminoácidos cetogénicos 
(Fig. 18-15). Su capacidad para producir cuerpos cetó- 
nicos es especialmente evidente en la diabetes mellitus 
no controlada, en la que el hígado produce grandes 
cantidades de cuerpos cetónicos, tanto a partir de áci- 
dos grasos como de los aminoácidos cetogénicos. 

Los aminoácidos que son degradados a piruvato, 
a-cetoglutarato, succinil-CoA, fumarato y/u oxalaceta- 
to se pueden convertir en glucosa y glucógeno por las 
vías descritas en los Capítulo 14 y 15. Éstos son los 
aminoácidos glucogénicos. La división entre aminoá- 
cidos cetogénicos y glucogénicos no es absoluta; cinco 
aminoácidos (triptófano, fenilalanina, tirosina, treonina 
e isoleucina) son a la vez cetogénicos y glucogénicos. 
El catabolismo de los aminoácidos es especialmente 
crítico para la supervivencia de animales con dietas 
ricas en proteínas o durante la inanición. La leucina es 
un aminoácido exclusivamente cetogénico que es muy 
abundante en las proteínas. Su degradación contribuye 
de manera sustancial a la cetosis en condiciones de 
inanición. 


Varios cofactores enzimáticos tienen papeles importantes 
en el catabolismo de los aminoácidos 


En las rutas catabólicas de los aminoácidos tienen lugar 
diversos reordenamientos químicos interesantes. Es útil 
iniciar el estudio de estas rutas observando las clases de 


reacciones que se repiten y presentando sus cofactores 
enzimáticos. Ya hemos considerado una clase importan- 
te: las reacciones de transaminación que requieren 
piridoxal fosfato. Otro tipo común de reacción en el 
catabolismo de los aminoácidos es la transferencia de 
grupos monocarbonados, en que interviene normalmen- 
te uno de los tres cofactores siguientes: biotina, tetrahi- 
drofolato o S-adenosilmetionina (Fig. 18-16). Estos 
cofactores transfieren grupos monocarbonados en dife- 
rentes estados de oxidación: la biotina transfiere carbo- 
no en su forma más oxidada, CO,, (véase la Fig. 14-19); 
el tetrahidrofolato transfiere grupos inonocarbonados 
en estados de oxidación intermedios y algunas veces 
como grupo metilo; y la S-adenosilmetionina transfiere 
grupos metilo, que constituyen el estado más reducido 
del carbono. Estos dos últimos cofactores son especial- 
mente importantes en el metabolismo de los aminoáci- 
dos y nucleótidos. 

El tetrahidrofolato (H, folato), sintetizado en 
bacterias consta de una pterina sustituida (6-metilpteri- 
na), pl-aminobenzoato y glutamato (Figura 18-16). 
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La forma oxidada, el folato, es una vitamina para los 
mamíferos y se convierte en dos pasos en ade io 
lato por acción del enzima ditudrofolato reductasa 


EDA 
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unido al N-5, al N-10 o a ambos. La forma más redución z 
del cofactor transporta un grupo metilo, una forma más 
oxidada transporta un grupo metileno y las formas más 
oxidadas un grupo metenilo, formilo o formimino 
(Fig. 18-17). La mayoría de las formas del tetrahidro- 
folato son interconvertibles y actúan como dadores de 
unidades monocarbonadas en diversas reacciones meta- 
bólicas. La fuente principal de unidades monocarbona- 
das para el tetrahidrofolato es el carbono eliminado en 
la conversión de serina en glicina que produce Mi, 
N"-metilenotetrahidrofolato. 

Aunque el tetrahidrofolato puede transportar un 
grupo metilo en el N-5, el potencial de transferencia de 
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este grupo metilo es insuficiente para la mayoría de 
reacciones biosintéticas. La S-adenosilmetionina 
(adoMet) es el cofactor preferido para la transferencia 
biológica de grupos metilo. Se sintetiza a partir de ATP 
y metionina por acción de la metionina adenosil 
transferasa (Fig. 18-18, paso @). Esta reacción es 
poco común ya que el átomo de azufre nucleofílico de la 
metionina ataca el carbono 5* de la porción ribosa del 
ATP, en lugar de atacar uno de los átomos de fósforo. Se 
libera trifosfato que se escinde a P, y PP, en el enzima y, 
posteriormente, el PP, es escindido por la pirofosfato 
inorgánico hidrolasa, de modo que en esta reacción se 
rompen tres enlaces, entre ellos dos de grupos fosfato 
de alta energía. La otra única reacción conocida en la 
que se desplaza trifosfato del ATP tiene lugar en la sín- 
tesis del coenzima B,, (véase el Recuadro 17-2, Fig. 3). 

La S-adenosilmetionina es un potente agente alqui- 
lante debido a su ión sulfonio desestabilizante. El grupo 
metilo está sujeto al ataque de nucleófilos y es unas 
1.000 veces más reactivo que el grupo metilo del N5-me- 
tiltetrahidrofolato. 

La transferencia del grupo metilo desde la S-adeno- 
silmetionina a un aceptor produce S-adenosilhomo- 
cisteína (Fig. 18-18, paso @), que a continuación se 
rompe dando homocisteína y adenosina (paso €)). La 
metionina se regenera por transferencia de un grupo 
metilo a la homocisteína en una reacción catalizada por 
la metionina sintasa (paso €) ), y la metionina se recon- 
vierte en S-adenosilmetionina para completar un ciclo 
del metilo activado. 

Una forma de la metionina sintasa frecuente en 

utiliza N*-metiltetrahidrofolato como dador de 
metilo, Otra forma del enzima presente en algunas bac- 
terias y mamíferos utiliza N*-metiltetrahidrofolato pero 
el grupo metilo se transfiere primero a la cobalamina, 
procedente del coenzima B, y se forma metilcobalami- 
na que es el dador de metilo en la formación de metio- 
nina. Esta reacción y el reordenamiento del 1-metilmalo- 
nil-CoA a succinil-CoA (véase el Recuadro 17-2, Fig. la) 
son las únicas reacciones dependientes de coenzima B., 
que se conocen en los mamíferos. 
Las vitaminas B, y folato están muy relacionadas 
en estas rutas metabólicas. La enfermedad por 
carencia de B,,, la anemia perniciosa es rara y sólo se 
observa en individuos que tienen un defecto en las rutas 
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FIGURA 18-16 Algunos cofactores enzimáticos importantes en las reacciones de transferencia de grupos monocarbonados. Los áto- 
mos de nitrógeno a los que se unen los grupos monocarbonados en el tetrahidrofolato se muestran en azul. 
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Grupo transferido 
(estado de oxidación) 


H 
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—CH¿OH 


N,N” -metileno 
tetrahidrofolato 
deshidrogenasa 


NO formil- 
tetrahiarotolato 
sintetzsa 


N3-Formimino- 


No. 4 tetrahidrofolato O 
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FIGURA 18-17 Conversiones de unidades monocarbonadas en el 
tetrahidrofolato. Las diferentes especies moleculares se agrupan según 
sus estados de oxidación, con la más reducida en ia parte superior y la 
más oxidada en la parte inferior. Todas las especies incluidas dentro de 
un recuadro sombreado tienen el mismo estado de oxidación. La conver- 
sión de N*,N'"-metilenotetrahidrofolato a N*-metiltetrahidrofolato es 
prácticamente irreversible. La transferencia enzimática de grupos for- 
milo, tal como tiene lugar en la síntesis de purinas, (véase la Fig, 22-35) 
y en la formación de formilmetionina en bacterias (Capítulo 27) utiliza 


de absorción intestinal de esta vitamina (véase el 
Recuadro 17-2) o en vegetarianos estrictos (la B, no se 
encuentra en las plantas). Esta enfermedad progresa 
lentamente ya que sólo se requieren pequeñas cantida- 
des de vitamina B,, y los depósitos de B,, en el hígado 
pueden durar de tres a cinco años. Los síntomas no sólo 
incluyen la anemia sino también diversos trastornos 
neurológicos. 

La anemia puede atribuirse a la reacción de la metio- 
nina sintasa. Tal como se ha dicho, el grupo metilo de la 


generalmente N""-formiltetrahidrofolato en lugar de N*-formiltetrahidro- 
folato. La segunda forma es significativamente más estable y, por tanto, 
un dador más débil de grupos formilo. El A*-formiltetrahidrofolato es un 
producto secundario minoritario de la reacción de la ciclohidrolasa y 
también puede formarse de manera espontánea. La conversión de 
N*-formitetrahidrofolato en N*,N"-meteniltetrahidrotolato requiere ATP 
debido a su equilibrio que, de otro modo, sería desfavorable. Observe 
que el N*-formiminotetrahidrofolato proviene de la histidina según una 
ruta que se muestra en la Fig. 18-26. 


metilcobalamina proviene del N*-metiltetrahidrofolato, 
siendo ésta la única reacción en los mamíferos que utili- 
za el N”-metiltetrahidrofolato. Como que la reacción que 
convierte la forma N* N'"-metileno en la forma N*-metilo 
del tetrahidrofolato es irreversible (Fig. 18-17), si el 
coenzima B,, no está disponible para la síntesis de metil- 
cobalamina, entonces los folatos metabólicos quedan 
atrapados en la forma N*-metilo. La anemia asociada con 
la carencia de vitamina B,, se denomina anemia mega- 
loblástica. Se manifiesta con una disminución en la 


N?-Metiltetrahidrofolato 


Homocisteína 


FIGURA 18-18 Sintesis de metionina y de S-adenosilmetionina en un 
ciclo del metilo activado. Los pasos se describen en e! texto. En la reac- 
ción de la metionina sintasa (paso @) el grupo metilo se transfiere a la 
cobalamina formando metilcobalamina que, a su vez, es el dador de 
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PP; + P; 
metionina 
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transterasa 
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diversas 
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HN—C—H R—CH, 
CH) 
H30 5 -—Adenosina 
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metilo en la formación de metionina. La S-adenosilmetionina, que tiene 
un azufre cargado positivamente (siendo por tanto un ión sulfonio}, es 
un agente metilante potente en diversas reacciones biosintéticas. El 
aceptor de grupo metilo (paso O) se designa como R. 


producción de eritrocitos maduros cabros p ATAN la concentración de homocisteina en sangre, 
sangre) y la aparición en la médula j asociada con enfermedades cardíacas, hiper- 


cursoras inmaduras o megaloblastos. Los eritrocitos 
son reemplazados gradualmente en la sangre por canti- 
dades menores de eritrocitos más grandes denominados 
macrocitos. El defecto en el desarrollo de los eritroci- 
tos es una consecuencia directa de la desaparición del 
N5 N"-metilenotetrahidrofolato que es necesario para la 
síntesis de nucleótidos de timidina requeridos en la sín- 
tesis de DNA (véase el Capítulo 22). La carencia de 
folato, en la que han desaparecido todas las formas de 
tetrahidrofolato, también produce anemia debido bási- 
camente a las mismas razones, Los síntomas de anemia 
en la carencia de vitamina B,, pueden aliviarse adminis- 
trando vitamina B,, o folato. 

No obstante, es peligroso tratar la anemia pernicio- 
sa solamente con suplementos de folato, ya que conti- 
nuarán progresando los síntomas neurológicos de la 
carencia de B,,. Estos síntomas no proceden del defecto 
en la reacción de la metionina sintasa, sino que la metil- 
malonil-CoA mutasa defectuosa (véase el Recuadro 
17-2 y la Fig. 17-12) produce una acumulación de áci- 
dos grasos inusuales de cadena impar en las membranas 
neuronales. La anemia asociada con la carencia de fola- 
to se trata a menudo administrando tanto folato como 
vitamina B,,, al menos hasta que se ha determinado sin 
ambigúedad la causa metabólica de la anemia. El diag- 
nóstico precoz de la carencia de B,, es importante por- 
que algunos de los trastornos neurológicos pueden ser 
irreversibles. 

La carencia de folato también disminuye la disponi- 
bilidad del N”-metiltetrahidrofolato necesario para la 
función de la metionina sintasa. Esto lleva a un incre- 


tensión y embolia. Los niveles elevados de homocisteína 
pueden ser responsables del 10% de todos los casos de 
enfermedad cardíaca. La enfermedad se trata con 
suplementos de folato. Y 

La tetrahidrobiopterina, otro cofactor del cata- 
bolismo de aminoácidos, es similar a la porción pterina 
del tetrahidrofolato, pero no interviene en la transferen- 
cia de grupos monocarbonados; en lugar de ello, partici- 
pa en reacciones de oxidación. Consideraremos su 
modo de acción cuando expliquemos la degradación de 
la fenilalanina (véase la Fig. 18-24). 


Seis aminoácidos se degradan a piruvato 


Los esqueletos carbonados de seis aminoácidos se con- 
vierten, total o parcialmente, en piruvato. El piruvato 
puede convertirse, a continuación, en acetil-CoA y en 
último término oxidado vía ciclo del ácido cítrico, o en 
oxalacetato y desviado a la gluconeogénesis. Los seis 
aminoácidos son alanina, triptófano, cisteína, serina, 
glicina y treonina (Fig. 18-19). La alanina da piruvato 
directamente al transaminarse con a-cetoglutarato y la 
cadena lateral del triptófano se corta dando alanina y, 
por tanto, piruvato. La cisteína se convierte en piruva- 
to en dos pasos; uno elimina el átomo de azufre y el otro 
es una transaminación. La serina se convierte en piru- 
vato por acción de la serina deshidratasa. Tanto los 
grupos -hidroxilo como œ-amino de la serina se elimi- 
nan en esta única reacción dependiente de piridoxal 
fosfato (Fig. 18-20a). 

La glicina se degrada mediante tres rutas, de las 
que sólo una lleva a piruvato. La glicina se convierte en 
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FIGURA 18-19 Rutas catabólicas de la alanina, glicina, 
serina, cisteína, triptófano y treonina. En la Fig. 18-21 se 
muestra el destino del grupo indol del triptófano. En la Fig. 
18-20 se muestran detalles de la mayor parte de las reacciones 
en las que intervienen serina y glicina. La ruta de degradación 
de la treonina que se muestra aquí sólo explica una tercera 
parte del catabolismo de la treonina (para la ruta alternativa, 
véase la Fig. 18-27). Varias rutas de degradación de la cisteína 
conducen a piruvato. El azufre de la cisteina tiene varios desti- 
nos alternativos, uno de los cuales se muestra en la Figura 
22-17. Los átomos de carbono de ésta y otras figuras posterio- 
res están codificados en color de forma que pueda seguirse su 
destino. 
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serina mediante la adición enzimática de un grupo 
hidroximetilo (Figs. 18-19 y 18-20b). Esta reacción, 
catalizada por la serina hidroximetil transferasa, 
requiere los coenzimas tetrahidrofolato y piridoxal fos- 
fato. La serina se convierte en piruvato según se ha 
descrito anteriormente. En la segunda ruta, predomi- 
nante en animales, la glicina se rompe de forma oxidati- 
va en CO, NH; y un grupo metileno (—CH,--) (Figs. 
18-19, 18-20c). Esta reacción fácilmente reversible, 
catalizada por el enzima de rotura de la glicina (tam- 
bién llamado glicina sintasa), también requiere tetrahi- 
drofolato, que acepta el grupo metileno. En esta ruta de 
rotura oxidativa los dos átomos de carbono de la glicina 
no entran en el ciclo del ácido cítrico. Un carbono se 
pierde en forma de CO, y el otro se convierte en el 
grupo metileno del A” N*-metilenotetrahidrofolato 
(Fig. 18-17), dador de un grupo monocarbonado en 
ciertas rutas biosintéticas. 
El Esta segunda ruta de degradación de la glicina 
parece ser crítica en los mamíferos. Los humanos 
con defectos graves en la actividad del enzima de rotura 
de la glicina sufren una enfermedad denominada hiper- 
glicinemia no cetótica. Esta enfermedad se caracteriza 
por concentraciones elevadas de glicina en el suero que 
conducen a deficiencias mentales severas y a la muerte 
en la niñez muy temprana. A niveles elevados, la glicina 
es un neurotransmisor inhibidor lo que puede explicar 
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los efectos de la enfermedad. Quizá aún más importan- 
te, concentraciones elevadas de glicina incrementan los 
niveles de 2-amino-3-cetobutirato, un intermediario 
inestable en la degradación de treonina en las mitocon- 
drias (Fig. 18-19). El 2-amino-3-cetobutirato se descar- 
boxila espontáneamente formando el metabolito tóxico 
aminoacetona, que se metaboliza rápidamente a metil- 
glhioxal, una molécula muy reactiva que modifica tanto 
proteínas como DNA 
n f 
C—C—CH 


of 


Metilglioxal 


El metilglioxal también es un producto secundario de la 
glucólisis y está implicado en la progresión de la diabe- 
tes tipo 2 (Recuadro 7-1). 

En el hombre se han identificado muchos defectos 
genéticos del metabolismo de los aminoácidos (Tabla 
18-2). Encontraremos otros a lo largo de este capítulo. + 

En la tercera y última vía de la degradación de la 
glicina, la molécula aquiral de glicina es sustrato del 
enzima D-aminoácido oxidasa. La glicina se convierte en 
glioxilato, un sustrato alternativo de la lactato deshidro- 
genasa hepática. El glioxilato se oxida a oxalato en una 
reacción dependiente de NAD*: 
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(a) Reacción de la serina deshidratasa 


(b) Reacción de la serina hidroximetil transferasa 
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(c) Reacción del enzima de rotura de la glicina 
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FIGURA DE MECANISMO 18-20 Influencia recíproca de los 
cofactores piridoxal fosfato y tetrahidrofolato en el metabolismo de la 
serina y glicina. En el primer paso de cada una de estas reacciones (no 
mostrado) interviene la formación de una unión imina covalente entre el 
PLP unida al enzima y el aminoácido sustrato, serina en (a) y glicina en 
(b) y (c). (a) Una eliminación de agua catalizada por PLP en la reacción de 
la serina deshidratasa (paso @), inicia la ruta hacia el piruvato. (b) En ia 
reacción de la serina hidroximetiltransferasa, un carbanión estabilizado por 
PLP (producto de! paso E) es un intermedio clave en la transferencia 
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reversible del grupo metileno (en forma de -CH,-OH) desde el 
N",N'-metilenotetrahidrofolato para formar serina. (c) El enzima de rotura 
de la glicina es un complejo multienzimático que contiene los componen- 
tes P, H, T y L. La reacción global, que es reversible, convierte la glicina en 
CO, y NH,* mientras que el segundo carbono de la glicina es captado por 
el tetrahidrofolato en forma de N”,N'"-metilenotetrahidrofolato. El piridoxa! 
fosfato activa el carbono œ de los aminoácidos en pasos críticos en todas 
estas reacciones mientras que el tetrahidrofolato es portador de unidades 
monocarbonadas en dos de ellas (véanse las Figs. 18-6, 18-17). 


Se cree que la función de la D-aminoácido oxida- 

sa, presente a concentraciones elevadas en el 
riñón, es la destoxificación de b-aminoácidos ingeridos 
procedentes de las paredes celulares bacterianas y de 
alimentos cocinados (el calor elevado produce la race- 
mización espontánea de los l-aminoácidos de las protef- 
nas). El oxalato, ya sea obtenido de los alimentos o 
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producido enzimáticamente en los riñones, tiene signi- 
ficación médica. Los cristales de oxalato cálcico son la 
causa de hasta el 75% de los cálculos renales. $ 

Existen dos rutas significativas para la degradación 
de la treonina. Una ruta lleva a piruvato vía glicina 
(Fig. 18-19). La conversión en glicina tiene lugar en dos 
pasos, en los que la treonina se convierte primero en 
2-amino-3-cetobutirato por acción de la treonina deshi- 
drogenasa. Esta ruta es importante en unos pocos tipos 
de células humanas en división, como, por ejemplo, las 
células madre embrionarias. La glicina generada en esta 
ruta se degrada principalmente mediante el enzima de 
rotura de la glicina (Fig. 18-19). El N" N™-metilenote- 
trahidrofolato así generado (Fig. 18-20c) es necesario 
para la síntesis, por vías descritas en el Capítulo 22, de 
nucleótidos utilizados en la replicación del DNA. Sin 
embargo, en la mayoría de tejidos humanos, la degrada- 
ción de la treonina vía glicina es una ruta relativamente 
minoritaria en mimanos, que da cuenta del 10% al 30% 
del catabolismo de la treonina. Es más importante en 
otros mamíferos. La ruta principal en la mayoría de teji- 
dos humanos conduce al succinil-CoA tal como se des- 
cribe más adelante. 

En el laboratorio la serina hidroximetiltransferasa 
cataliza la conversión de treonina en glicina y acetalde- 
hído en un paso, pero ésta no es una ruta significativa 
de degradación de la treonina en mamíferos. 


TABLA 18-2 
de aminoácidos 


Algunas enfermedades genéticas 


Siete aminoácidos se degradan a acetil-CoA 


Porciones del esqueleto carbonado de siete aminoáci- 
dos (triptófano, lisina, fenilalanina, tirosina, leu- 
cina, isoleucina y treonina ) producen acetil-CoA y/o 
acetoacetil-CoA; este último se convierte seguidamente 
en acetil-CoA (Fig. 18-21). Algunos de los pasos fina- 
les de las rutas degradativas de leucina, lisina y triptófa- 
no son semejantes a determinados pasos en la degrada- 
ción de ácidos grasos (véase la Fig. 17-9). La treonina 
(no mostrada en la Fig. 18-21) da algo de acetil-CoA a 
través de la ruta minoritaria ilustrada en la Figura 
18-19, 

Las rutas de degradación de dos de estos siete ami- 
noácidos merecen mención especial. La degradación del 
triptófano constituye la ruta más compleja de todas las 
vías del catabolismo de aminoácidos en tejidos animales; 
partes del triptófano (cuatro de sus carbonos) producen 
acetil-CoA vía acetoacetil-CoA. Algunos de los interme- 
diarios del catabolismo del triptófano son precursores 
para la síntesis de otras biomoléculas (Fig. 18-22), 
entre ellas el nicotinato, que es un precursor del NAD y 
del NADP en animales; la serotonina, un neurotransmi- 
sor en los vertebrados y el indolacetato, un factor de 
crecimiento en plantas. Algunas de estas rutas biosinté- 
ticas se describen más detalladamente en el Capítulo 22 
(véanse las Figs. 22-30, 22-31). 


humanas que afectan al catabolismo 


a a Y 


incidencia 
aproximada 
(por 100,000 
Trastorno médico nacimientos) Proceso defectuoso 
Albinismo <3 Síntesis de melanina 
a partir de tirosina 
Alcaptonuria <0,4 Degradación 
- de tirosina 
Argininemia <0,5 Síntesis de urea 
Acidemia <1,5 Síntesis de urea 
argininosuccínica 
Deficiencia de <0,5 Síntesis de urea 
carbamil fosfato 
sintetasa I 
Homocistinuria <0,5 Degradación 
de metionina 
Enfermedad del <0,4 Degradación de 
| jarabe de arce en la isoleucma, leucina 
| orina (cetoaciduria y valina 
| de cadena ramificada) 
Acidemia <0,5 Conversión de 
| metilmalónica propionil-CoA en 
| succinil-CoA 
ı Fenilcetonuria <8 Conversión 
i de fenilalanina 
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Enzima defectuoso Sintomas y efectos 

Tirosina Falta de pigmentación: 

3-monooxigenasa cabello blanco, piel rosada 

(tirosinasa) 

Homogentisato Pigmento oscuro en la 

1,2-dioxigenasa orina; desarrollo posterior 
de artritis 

Arginasa Retraso mental 

Argininosuceinasa Vómito, convulsiones 

Carbamil fosfato Letargia; convulsiones; 

sintetasa Í muerte temprana 


Cistationina S-sintasa 


Complejo de a-cetoácido 


Desarrollo óseo incorrecto; 
retraso mental 


Vómitos; convulsiones; 


de cadena ramificada retraso mental; muerte 

deshidrogenasa temprana 

Metilmalonil-CoA Vómitos; convulsiones; 

mutasa retraso mental; muerte 
temprana 

Fenilalanina hidroxilasa  Vómito neonatal; retraso 


mental 


| 


| en tirosina | 
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FIGURA 18-21 Rutas catabólicas de triptófano, lisina, fenilalanina, 
tirosina, leucina e isoleucina. Estos aminoácidos ceden algunos de sus 
átomos de carbono (en rojo) al acetil-CoA. El triptófano, fenilalanina, 
tirosina e isoleucina también aportan carbonos (en azul) al piruvato o 


La degradación de la fenilalanina es digna de men- 
ción debido a que defectos genéticos en los enzimas de 
esta ruta conducen a diversas enfermedades heredita- 
rias humanas (Fig. 18-23), tal como se discute más 
adelante. La fenilalanina y su producto de oxidación 
tirosina (ambas de nueve carbonos) se degradan dando 
dos fragmentos que pueden entrar, tanto el uno como el 
otro, en el ciclo del ácido cítrico: cuatro de los nueve 
átomos de carbono producen acetoacetato libre, que se 
convierte en acetoacetil-CoA y por tanto en acetil-CoA, 
y un segundo fragmento de cuatro carbonos se recupera 
en forma de fumarato. De este modo, ocho de los nueve 
átomos de carbono de estos dos aminoácidos entran en 
el ciclo del ácido cítrico; el carbono restante se pierde 
en forma de CO.. La fenilalanina, después de su hidroxi- 
lación a tirosima, es también el precursor de la dopami- 
na, un neurotransmisor, y de la noradrenalina y adrena- 
lina, hormonas secretadas por la médula adrenal (véase 
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intermediarios del ciclo del ácido cítrico. La ruta de la fenilalanina se 
describe con mayor detalle en la Fig. 18-23. En este esquema no se 
muestra el destino de los átomos de nitrógeno; en la mayoría de los 
casos se transfieren al a-cetoglutarato formando glutamato. 


la Fig. 22-31). La melanina, el pigmento negro de la piel 
y del pelo, procede también de la tirosina. 


En algunas personas el catabolismo de la fenilalanina 
es genéticamente defectuoso 


Dado que muchos aminoácidos son neurotrans- 

misores, o precursores o antagonistas de neuro- 
transmisores, no es sorprendente que defectos genéti- 
cos del metabolismo de los aminoácidos puedan pro- 
ducir un desarrollo neuronal defectuoso y retraso 
mental. En la mayoría de tales enfermedades se acu- 
mulan intermediarios específicos. Por ejemplo, un 
defecto genético de la fenilalanina hidroxilasa, el 
primer enzima de la ruta catabólica de la fenilalanina 
(Fig. 18-23), es responsable de la enfermedad fenilce- 
tonuria (PKU), la causa más frecuente de la presen- 
cia de niveles elevados de fenilalanina Ghiperfenilalani- 
nemia). 
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FIGURA 18-22 El triptófano como precursor. Los anillos aromáticos 
del triptófano dan lugar al nicotinato (niacina), indolacetato y serotonina. 
Se utilizan átomos coloreados para seguir el origen de los átomos del 
anilto en el nicotinato. 


La fenilalanina hidroxilasa (denominada también 
fenilalanina-4-monooxigenasa) pertenece a una clase 
general de enzimas denominados oxidasas de función 
mixta (véase el Recuadro 21-1), que catalizan la 
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Ea FIGURA 18-23 Rutas catabólicas de la fenilalanina y tiro- 
sina, Estos aminoácidos se convierten normalmente en acetoa- 
cetil-CoA y fumarato en tos humanos. Se sabe que defectos genéticos 


hidroxilación simultánea de un sustrato por un átomo 
de oxígeno del O, y la reducción del otro átomo de oxí- 
geno a H,O. La fenilalanina hidroxilasa requiere el 
cofactor tetrahidrobiopterina, que transporta electro- 
nes desde el NADPH al O, oxidándose a dihidrobiopte- 
rina en el proceso (Fig. 18-24). Seguidamente es 
reducida por el enzima dihidrobiopterina reductasa, 
en una reacción que requiere NADPH. 

En individuos con PKU, entra en juego una ruta 
secundaria del metabolismo de la fenilalanina, que nor- 
malmente se utiliza muy poco, en la que la fenilalanina 
se transamina con el piruvato dando fenilpiruvato 
(Fig. 18-25). La fenilalanina y el fenilpiruvato se acu- 
mulan en la sangre y tejidos y se excretan en la orina: 
de ahí el nombre de la enfermedad, “fenilcetonuria”. 
Gran parte del fenilpiruvato en vez de excretarse como 
tal, o se descarboxila produciendo fenilacetato o se 
reduce formando fenil-lactato. El fenilacetato confiere 
un olor característico a la orina, que ha sido utilizado 
tradicionalmente por las enfermeras para detectar la 
PKU en los lactantes. La acumulación de fenilalanina o 
sus metabolitos en las primeras etapas de la vida perju- 
dica el desarrollo normal del cerebro dando lugar a 
retraso mental grave. La causa puede ser que el exceso 
de fenilalanina compita con otros aminoácidos en el 
transporte a través de la barrera hemato-encefálica, 
dando lugar a un déficit de metabolitos imprescindibles. 
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en muchos de estos enzimas producen enfermedades congénitas huma- 
nas (sombreadas en amarillo) 
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FIGURA 18-24 Función de la tetrahidrobiopterina en la reacción de la 
fenilalanina hidroxilasa. £l átomo de H sombreado en rosa, se transfiere 
directamente desde ei C-4 al C-3 en la reacción. Esta característica, des- 


La fenilcetonuria fue uno de los primeros defectos 
genéticos humanos que se descubrieron, Cuando se 
detecta esta enfermedad de forma precoz, se puede 
prevenir en gran parte el retraso mental mediante un 
control dietético rígido. La dieta ha de suministrar sólo 
la fenilalanina y tirosina suficientes para cubrir las nece- 
sidades de la síntesis proteica. Se ha de restringir el 
consumo de alimentos ricos en proteína. Las proteínas 
naturales, tales como la caseína de la leche, se han de 
hidrolizar previamente y eliminar la pro e parte de la 
fenilalanina para proporcionar una di coa 
menos durante la infancia. Como el 
cial aspartamo es un dipéptido de as er esta 
metílico de la fenilalanina (véase la Fig. go los ali- 
mentos edulcorados con aspartamo llevan advertencias 
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Zu Y FIGURA 18-25 Rutas alternativas para el catabolismo de la 
ES fenilalanina en la fenilcetonuria. En la PKU, el fenilpiruvato se 
acumula en los tejidos, sangre y orina. El fenilacetato y el fenil-lactato se 
pueden encontrar también en la orina. 


cubierta en los National Institutes of Health, se conoce como "desplaza- 
miento NIH”. 


para las personas con dietas controladas en fenilalanina. 
Las restricciones de la dieta son difíciles de seguir a la 
perfección toda la vida por lo que, a menudo, no se eli- 
minan completamente todos los síntomas neurológicos. 
Se está desarrollando un nuevo tratamiento en el que se 
toma, por vía oral o inyectado subcutáneamente, el 
enzima fenilalanina amoníaco liasa para degradar la 
fenilalanina de las proteínas ingeridas como parte de 
una dieta menos restrictiva. La fenilalanina amoníaco 
liasa, procedente de plantas, bacterias y muchas levadu- 
ras y hongos, contribuye normalmente a la biosíntesis 


uestos polifenólicos tales ccomo los flavonoi- 
A PeO rada la fenilalanina dando el metabolito inocuo 


APA trans-cinámico y amoníaco; las pequeñas cantida- 
des de amoníaco generadas no son tóxicas, 

La fenilcetonuria también puede ser provocada por 
un defecto en el enzima que cataliza la regeneración de 
la tetrahidrobiopterina (Fig. 18-24). El tratamiento en 
este caso es más complejo que restringir la ingestión de 
fenilalanina y tirosina. La tetrahidrobiopterma es tam- 
bién necesaria para la formación de 1-3,4-dihidroxifeni- 
lalanina (-dopa) y 5-hidroxitriptófano, precursores de 
los neurotransmisores noradrenalina y serotonina, res- 
pectivamente. En la fenilcetonuria de este tipo estos 
precursores deben ser suministrados con la dieta junto 
con tetrahidrobiopterina. 

El rastreo de enfermedades genéticas en los recién 
nacidos puede ser muy rentable, especialmente en el 
caso de la PKU. Las pruebas (que ya no se basan en el 
olor de la orina) son relativamente baratas y la detec- 
ción y tratamiento temprano de la PKU en los lactantes 
(ocho a diez casos por cada 100.000 nacimientos) aho- 
rra millones de dólares cada año en gastos sanitarios 
posteriores. Más importante todavía, el trauma emocio- 
nal humano que se evita con estas pruebas sencillas es 
incalculable. 

Otro defecto hereditario del catabolismo de la fenila- 
lanina es la alcaptonuria, en la que el enzima defectuo- 
so es la homogentisato dioxigenasa (Fig. 18-23). Esta 
enfemedad, menos grave que la PKU, produce pocos 
efectos nocivos, aunque se excretan grandes cantidades 
de homogentisato y su oxidación hace que la orina se 
vuelva negra. Los individuos con alcaptonuria son tam- 
bién propensos a desarrollar una forma de artritis. La 
alcaptonuria tiene un considerable interés histórico. En 
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FIGURA 18-26 Rutas catabólicas de arginina, histidina, Aa e 
glutamina y prolina.Astos aminoácidos se convierten en a-cetogluta- Ch 
rato. Los pasos numerados en la ruta de la histidina estár catalizados Ene 


por @ histidina amoníaco liasa, O) urocanato hidratasa, €): imidazotona- 
propionasa y O glutamato formimino transferasa. 


los primeros años del siglo XIX, Archibald Garrod descu- 
brió que esta enfermedad es hereditaria, y consiguió 
establecer que se debía a la ausencia de un único enzima. 
Garrod fue el primero en establecer una conexión entre 
un defecto hereditario y un enzima, lo que constituyó un 
avance importante en la senda que llevó finalmente a 
nuestro conocimiento actual sobre los genes y las rutas 
de la información descritas en la Parte IH. $ 


Cinco aminoácidos se convierten en œ-cetoglutarato 


Los esqueletos carbonados de cinco aminoácidos (proli- 
na, glutamato, glutamina, arginina e histidina) entran en 
el ciclo del ácido cítrico en forma de a-cetoglutarato 
(Fig. 18-26). La prolina, glutamato y glutamina 
tienen esqueletos pentacarbonados. La estructura cícli- 
ca de la prolina se abre por oxidación del carbono más 
alejado del grupo carboxílico creando una base de Schi- 
ff, que se hidroliza dando un semialdehído lineal, el 
glutamato y-semialdehído. Este intermediario vuelve a 
oxidarse en el mismo carbono produciendo glutamato. 
La acción de la glutaminasa, o cualquiera de las diversas 
reacciones enzimáticas en las que la glutamina cede su 
nitrógeno amídico a algún aceptor, convierte la glutami- 
na en glutamato. La transaminación o desaminación del 
glutamato produce e-cetoglutarato. 


La arginina y la histidina contienen cinco carbo- 
nos adyacentes y un sexto carbono unido a través de un 
átomo de nitrógeno. La conversión catabólica de estos 
aminoácidos en glutamato es, por tanto, algo más com- 
pleja que la ruta de la prolina o glutamina (Fig. 18-26). 
La arginina se convierte en el esqueleto pentacarbona- 
do de la ornitina en el ciclo de la urea (véase la Fig. 
18-10) y la ornitina se transamina a glutamato y-semilal- 
dehído. La conversión de la histidina en glutamato de 
cinco carbonos tiene lugar mediante una ruta de varios 
pasos; el carbono extra se elimina en un paso que utiliza 
tetrahidrofolalo como cofactor. 


Cuatro aminoácidos se convierten en succinil-CoA 


Los esqueletos carbonados de la metionina, isoleucina, 
treonina y valina se degradan a través de rutas que pro- 
ducen succinil-CoA (Fig. 18-27), un intermediario del 
ciclo del ácido cítrico. La metionina cede su grupo 
metilo a través de la S-adenosilmetionina a uno de los 
diversos aceplores posibles mientras que tres de sus 
cuatro carbonos restantes se convierten en el propiona- 
to del propionil-CoA, un precursor del succinil-CoA. La 
isoleucina experimenta transaminación, seguida de la 
descarboxilación oxidativa del a-cetoácido resultante. 
El esqueleto pentacarbonado restante vuelve a oxidarse 


FIGURA 18-27 Rutas catabólicas de metionina, isoleucina, 
treonina y valina. Estos aminoácidos se convierten en succi- 
nil-CoA; la isoleucina también aporta dos de sus átomos de 
carbono al acetil-CoA (véase la Fig. 18-21). La ruta de degrada- 
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ción de la treonina aquí mostrada es la que tiene lugar en los 3pasos | 

seres humanos; en la Fig. 18-19 se muestra una ruta encontrada 7 

en otros organismos. La ruta de la metionina a homocisteina se E 
describe con mayor detalle en la Fig. 18-18; la conversión de la iar o 


homocisteina en e-cetobutirato en la Fig. 22-16; la conversión 
del propionil-CoA en succinil-CoA en la Figura 17-12, 
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FIGURA 18-28 Rutas catabólicas de los tres aminoácidos 
(Y) ramificados: valina, isoleucina y leucina. Las tres rutas, que 
tienen lugar en tejidos extrahepáticos, comparten los dos primeros enzi- 
mas tal como se muestra aquí, El complejo de la a-cetoácido ramificado 


deshidrogenasa, es análogo a los complejos de la piruvato y a-cetogluta- 
rato deshidrogenasas y requiere los mismos cinco cofactores (algunos 
no mostrados en esta figura). Este enzima es defectuoso en personas 
con la enfermedad del jarabe de arce en la orina. 
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| La verdad puede ser a veces más extraña que la fic- 
ción, o al menos tan extraña como una película filma- 
da expresamente para la televisión. Tomemos, por 
ejemplo el caso de Patricia Stallings. Declarada cul- 
pable del asesinato de su hijo pequeño, fue senten- 
' ciada a cadena perpetua, si bien después fue hallada 
| inocente gracias a la investigación detectivesca médi- 
¡ Ca de tres científicos obstinados. 

| La historia empezó en el verano de 1989 cuando 

| Stallings llevó a su hijo de tres meses, Ryan, a las 
| urgencias del Cardinal Glennon Children's Hospital 
de St. Louis. El niño padecía dificultad respiratoria, 
vómitos incontrolables y trastornos gástricos. Según 
el médico que lo atendió, un toxicólogo, los síntomas 
del niño indicaban que había sido envenenado con 
etilenglicol, un ingrediente de los anticongelantes, 
conclusión aparentemente confirmada por análisis 
hechos en un laboratorio privado. 

Una vez recuperado, el niño fue puesto bajo tute- 
la y la Stallings y su marido, David, podían visitarlo en 
visitas vigiladas. Pero cuando el niño enfermó, y más 
tarde murió, después de una visita en la que la Sta- 
llings había permanecido brevemente sola con el 
niño, se la acusó de asesinato en primer grado y se la 
detuvo sin fianza. En aquellos momentos las pruebas 
parecían claras puesto que tanto el laboratorio priva- 
do como el del hospital habían encontrado grandes 
cantidades de etilenglicol en la sangre 
trazas del mismo en un biberón con la que la 
había alimentado al niño durante su visita. 

Pero sin saberlo la Stallings había llevado a cabo 
un experimento brillante. Mientras estaba en prisión, 
supo que estaba embarazada; posteriormente dio a 
luz a otro hijo, David Stallings Jr, en febrero de 1990. 
Inmediatamente ingresó en un orfanato pero a las 


IO 


dando acetil-CoA y propionil-CoA. La valina experi- 
menta transamináción seguida de descarboxilación, y a 
continuación una serie de reacciones de oxidación con- 
vierte los cuatro carbonos restantes en propionil-CoA. 
Algunas partes de las rutas degradativas de la valina y 
de la isoleucina están estrechamente relacionadas con 
pasos de la degradación de ácidos grasos (véase la Fig. 
17-9). En los tejidos humanos, la treonina también se 
convierte en dos pasos en propionil-CoA. Ésta es la ruta 
principal de degradación de la treonina en humanos 
(véase la Fig. 18-19 para la ruta alternativa). El meca- 
nismo del primer paso es análogo al catalizado por la 
serma deshidratasa por lo que la serina y la treonina 
deshidratasas podrían, de hecho, ser el mismo enzima. 
El propionil-CoA formado a partir de estos tres ami- 
noácidos se convierte en succinil-CoA a través de una 
ruta descrita en el Capítulo 17: carboxilación a metilma- 
lonil-CoA, epimerización del metilmalonil-CoA, y con- 
versión en succinil-CoA por la metilmalonil-CoA muta- 
sa, dependiente del coenzima B, (véase la Fig. 17-12). 
En la rara enfermedad genética denominada acidemia 
metilmalónica, la metilmalonil-CoA mutasa está ausen- 


StaRinpk 


Detectives cientificos resi 


lelven un crimen misterioso 


de Ryan. A David se le diagnosticó finalmente una 

enfermedad metabólica rara denominada acidemia 

metilmalónica (MMA). La MMA, una enfermedad 

genética recesiva del metabolismo de los aminoáci- 
dos, afecta a 1 de cada 48.000 nacidos y presenta | 

síntomas casi idénticos a los producidos por el enve- 
nenamiento con etilenglicol. | 
La Stallings no podía de ningún modo haber enve- | 
nenado a su segundo hijo, pero el fiscal del estado de | 
Missouri no quedó impresionado por los nuevos acon- 
| 


dos semanas empezó a tener síntomas similares a los 


tecimientos y prosiguió de todos modos con el proceso. 
El tribunal no permitió que el diagnóstico de MMA del 
segundo hijo fuese aceptado como prueba, y en enero 
de 1991 Patricia Stallings fue hallada culpable de agre- 
sión con arma mortal y condenada a cadena perpetua. 

Sin embargo, afortunadamente para la Stallings, 
William Sly, director del Departamento de Bioquími- 
ca y Biología Molecular de la Universidad de St. 
Louis, y James Shoemaker, director de un laboratorio 
de rastreo metabólico de la universidad, se interesa- | 
ron en su caso cuando se enteraron del mismo en un | 
programa de televisión. Shoemaker llevó a cabo su 
propio análisis de la sangre de Ryan y no detectó 
etilenglicol. Él y Sly se pusieron en contacto con 
Piero Rinaldo, experto en enfermedades metabólicas 
en la Facultad de Medicina de la Universidad de Yale, 


NY o laboratorio estaba equipado para diagnosticar la 


| 
A O m muestras de sangre. | 
y: do analizó el suero sanguíneo de | 
Ryan encontró una alta concentración de ácido metil- 
malónico, que es un producto de degradación de los 
aminoácidos de cadena ramificada isoleucina y vali- 
na, que se acumulan en los pacientes de MMA porque 
carecen del enzima que debería transformarlo en el | 


te, lo que provoca consecuencias metabólicas graves 
(Tabla 18-2; Recuadro 18-2). 


Los aminoácidos ramificados no se degradan en el hígado 


Aunque gran parte del catabolismo de los aminoácidos 
transcurre en el hígado, los tres aminoácidos con cadenas 
laterales ramificadas (leucina, isoleucina y valina) se oxi- 
dan como combustibles principalmente en los tejidos 
muscular, adiposo, renal y cerebral. Estos tejidos extrahe- 
páticos contienen una aminotransferasa, ausente del híga- 
do, que actúa sobre los tres aminoácidos ramificados pro- 
duciendo los a-cetoácidos correspondientes (Fig. 18-28). 
El complejo de la aœa-cetoácido de cadena ramificada 
deshidrogenasa, cataliza a continuación la descarboxi- 
lación oxidativa de los tres a-cetoácidos, liberando en 
cada caso el grupo carboxilo en forma de CO, y produ- 
ciendo el derivado acil-CoA correspondiente. Esta reac- 
ción es formalmente análoga a otras dos descarboxilacio- 
nes Oxidativas que se encontraron en el Capítulo 16: la 
oxidación del piruvato a acetil-CoA por el complejo de la 
piruvato deshidrogenasa (véase la Fig. 16-6) y la oxida- 
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FIGURA 1 Los niños con una mutación (X roja) que inactiva el 
enzima metilmalonil-CoA mutasa no pueden degradar normalmente 
isoleucima, metionina, treonina y valina. En su lugar se produce una 


siguiente producto de su ruta metabólica (Fig. 1). 
Especialmente revelador, según su relato, era que la 
sangre y la orina del niño contenían grandes cantida- 
des de cetonas, lo que constituye otra consecuencia 
metabólica de la enfermedad. Al igual que Shoe- 
maker, no encontró etilenglico] en una muestra de 
los fluidos corporales del niño. No se pudo analizar el 
biberón, ya que había desaparecido misteriosamente. 
Los análisis de Rinaldo le convencieron de que Ryan 
había muerto de MMA, pero ¿cómo explicar los resul- 
tados de los dos laboratorios que indicaban 

niño tenía etilenglicol en su elo 

dos equivocados? 

Cuando Rinaldo obtuvo los informes de los labo- 
ratorios, lo que vio, dice, fue “espantoso”. Un labora- 
torio decía que la sangre de Ryan Stallings contenía 
etilenglicol, aunque el análisis de la muestra de san- 
gre no se ajustaba al perfil del propio laboratorio para 
una muestra conocida que contenía etilenglicol. “Esto 
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C—CH,—CH—COO” 
Han” Aaparagira | 
H¿O 
Asparagna 

NH; 
+ 

o le 


AC—CH¿—CH—COO” 


FIGURA 18-29 Ruta catabólica para asparagina y aspartato. Ambos 
aminoácidos se convierten en axalacetato, 


Metilmalonil-CoA 


CH, 


acumulación letal de ácido metilmatlónico con síntomas similares a! 
envenenamiento por etilén glico!l. 


E de prensa. “Ya no creo en los datos de los 
Â rios” dijo a los periodistas. Habiendo conclui- 
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O pp 
IL -00C—CH,—CH7—C 
S-CoA NS-CoA 


Succinil-CoA 


tionable. La calidad de sus análisis era inaceptable” 
dice Rinaldo. ¿Y el segundo laboratorio? Según Rinal- 
do aquel laboratorio detectó un componente anormal 
en la sangre de Ryan y simplemente “supusieron que 
era etilenglico!”. Las muestras del biberón no habían 
dado nada anormal, dice Rinaldo, y sin embargo el 

| 


no era solamente un asunto de interpretación cues- 
Í 
| 
1 
t 
| 


laboratorio también afirmó que tenían pruebas de la 
presencia de etilenglicol en la misma. 

Rinaldo presentó sus hallazgos al fiscal del caso, 
George McElroy, quien al día siguiente convocó una 


do que Ryan Stallings había muerto efectivamente de 
MMA, retiró todos los cargos contra Patricia Stallings 
el 20 de setiembre de 1991. 


Por Michelle Hoffman (1991). Science 253, 931. Copyright 1991 
by the American Association for the Advancement of Science. 


ción del a-cetoglutarato a succinil-CoA por el complejo 
de la a-cetoglutarato deshidrogenasa. De hecho, los tres 
complejos enzimáticos tienen una estructura semejante y 
comparten esencialmente el mismo mecanismo de reac- 
ción. Participan cinco cofactores (tiamina pirofosfato, 
FAD, NAD, lipoato y coenzima A), y las tres proteínas de 
cada complejo catalizan reacciones homólogas. Es éste 
un caso claro en el que la maquinaria enzimática que 
evolucionó para catalizar una reacción fue “tomada en 
préstamo” por duplicación génica y posterior evolución 
para catalizar reacciones similares en otras rutas. 
Experimentos en ratas han demostrado que el com- 
plejo de la a-cetoácido de cadena ramificada deshidro- 
genasa está regulado por modificación covalente en 
respuesta al contenido en aminoácidos de cadena rami- 
ficada de la dieta. Cuando no hay exceso, o muy poco, 
de ingestión en la dieta de aminoácidos de cadena rami- 
ficada, el complejo enzimático es fosforilado, y de esta 
forma inactivado, por una proteína quinasa. La adición 
de un exceso de aminoácidos de cadena ramificada a la 
dieta provoca la desfosforilación y activación consi- 
guiente del enzima. Recuérdese que el complejo de la 
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piruvato deshidrogenasa está sujeto a una regulación 
similar por fosforilación y desfosforilación. 

Existe una enfermedad genética relativamente 

rara en la que estos tres a-cetoácidos ramificados 
(así como sus aminoácidos precursores, en especial la 
leucina) se acumulan en la sangre y se “vierten” en la 
orina. Esta enfermedad, denominada enfermedad del 
jarabe de arce en la orina, debido al olor característi- 
co que los a-cetoácidos le confieren a la orina, es el 
resultado de un complejo de la a-cetoácido de cadena 
ramificada deshidrogenasa defectuoso. Si la enfermedad 
no se trata da lugar a un desarrollo anormal del cerebro, 
retraso mental y muerte en la infancia temprana. El tra- 
tamiento consiste en un control rígido de la dieta, para 
limitar la ingestión de valina, isoleucina y leucina al míni- 
mo necesario para permitir el crecimiento normal, $ 


La asparagina y el aspartato se degradan a oxalacetato 


Los esqueletos carbonados de la asparagina y del 
aspartato entran en último término en el ciclo del 
ácido cítrico en forma de malato en los mamíferos y de 
oxalacetato en las bacterias. El enzima asparaginasa 
cataliza la hidrólisis de la asparagina para dar aspartato, 
el cual experimenta transaminación con el a-cetogluta- 
rato, dando glutamato y oxalacetato (Fig. 18-29). El 
oxalacetato se convierte en malato en el citosol y, a 
continuación, es transportado a la matriz mitocondrial a 
través del transportador de malato- a-cetoglutarato. En 
bacterias el oxalacetato producido en la reacción de 
transaminación puede utilizarse directame en el 
ciclo del ácido cítrico. 

Ya hemos visto de qué modo se Mo 
aminoácidos estándar, después de perder sus átomos de 
nitrógeno, mediante deshidrogenación, descarboxila- 
ción y otras reacciones, que ceden parte de sus esque- 
letos carbonados en la forma de seis metabolitos centra- 
les que puedan entrar en el ciclo del ácido cítrico. Las 
partes degradadas a acetil-CoA se oxidan completamen- 
te a dióxido de carbono y agua, con generación de ATP 
por fosforilación oxidativa. 

De la misma manera que en el caso de glúcidos y 
lípidos, la degradación de los aminoácidos produce en 
último término equivalentes de reducción (NADH y 
FADH,) a través de la acción del ciclo del ácido cítrico. 
El estudio de los procesos catabólicos concluye en el 
próximo capítulo con una discusión de la respiración, en 
la que estos equivalentes de reducción alimentan los 
procesos oxidativos y generadores de energía finales de 
los organismos aeróbicos. 
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ME” Después de la eliminación de sus grupos amino, los 
esqueletos carbonados de los aminoácidos se oxidan a 
compuestos que pueden entrar en el ciclo del ácido 
cítrico para ser oxidados a CO, y H,O. Las reacciones de 
estas rutas requieren diversos cofactores, entre los que 
se incluyen el tetrahidrofolato y la S-adenosilmetionina 
en reacciones de transferencia de un carbono y la tetra- 
hidrobiopterina en la oxidación de la fenilalanina por la 
fenilalanina hidroxilasa. 

E Según la naturaleza de su producto final de degra- 
dación, algunos aminoácidos se pueden convertir en 


cuerpos cetónicos, algunos en glucosa y otros en ambos. 
Así, la degradación de aminoácidos está mtegrada en el 
metabolismo intermediario y puede ser crítica para la 
supervivencia en condiciones en las que los aminoáci- 
dos constituyen una fuente significativa de energía 
metabólica. 

MM Los esqueletos carbonados de los aminoácidos 
entran en el ciclo del ácido cítrico a través de cinco 
intermediarios: acetil-CoA, a-cetoglutarato, succi- 
nil-CoA, fumarato y oxalacetato. Algunos también se 
degradan a piruvato, que se puede convertir bien en 
acetil-CoA, bien en oxalacetato. 

© Los aminoácidos que producen piruvato son alani- 
na, cisteína, glicina, serina, treonina y triptófano. Leuci- 
na, lisina, fenilalanina, y triptófano dan acetil-CoA vía 
acetoacetil-CoA. Isoleucima, leucina, treonina y triptófa- 
no también forman acetil-CoA directamente. 

E Arginina, glutamato, glutamina, histidina y prolina, 
producen «a-cetoglutarato; isoleucina, metionina, treo- 
nina y valina producen succinil-CoA;, cuatro átomos de 
carbono de la fenilalanina y tirosina dan lugar a fumara- 
to; asparagina y aspartato producen oxalacetato. 

E Los aminoácidos de cadena ramificada (isoleucina, 
leucina y valina), a diferencia del resto de aminoácidos, 
se degradan solamente en tejidos extrahepáticos. 

E Diversas enfermedades humanas graves pueden 
relacionarse con defectos genéticos de enzimas del 
catabolismo de los aminoácidos. 


Términos clave 
s. términos en negrita están definidos en el glosario. 


ikasa 677 urea 684 
transaminasas 677 creatina quinasa 686 
transaminación 677 aminoácidos 


piridoxal fosfato esenciales 586 
(PLP) 677 cetogénico 688 
desaminación oxidativa 678  glucogénico 688 
1-giutamato tetrahidrofolato 689 
deshidrogenada 678 S-adenosilmetionina 
glutamina sintetasa 679 (adoMet) 689 


tetrahidrobiopterina 691 
fenilcetonuria (PKU) 695 


glutaminasa 679 
ciclo de la 


glucosa-alanina 680 oxidasas de función 
amonotélico 682 mixta 696 
ureotélico 682 alcaptonuria 697 
uricotélico 682 enfermedad del jarabe 


ciclo de la urea 682 de arce en la orina 702 


E Problemas 


1. Productos de la transaminación de aminoácidos Di- 
buje la estructura y dé el nombre del a«-cetoácido que se forma 
cuando los siguientes aminoácidos experimentan transamina- 
ción con a-cetoglutarato: (a) aspartato, (b) glutamato (c) ala- 
nina, (d) fenilalanina. 


2. Medida de la actividad alanina aminotransferasa La 
actividad (velocidad de reacción) de la alanina aminotransfe- 
rasa se mide normalmente incluyendo un exceso de lactato 
deshidrogenasa pura y NADH en el sistema de reacción. La 
velocidad de desaparición de la alanina es igual a la velocidad 
de desaparición del NADH medida espectrofotométricamente. 
Explique de qué modo funciona este ensayo. 


3. Alanina y glutamina en la sangre El plasma sanguíneo 
humano normal contiene todos los aminoácidos necesarios 
para la síntesis de las proteínas corporales, pero no en las mis- 
mas concentraciones. La alanina y la glutamina se encuentran 
en concentraciones mucho mayores que el resto de aminoáci- 
dos. Sugiera por qué. 


4. Distribución del nitrógeno amínico Si su dieta es rica 
en alanina pero deficiente en aspartato, ¿se notarán signos de 
deficiencia de aspartato? Explíquelo. 


5. Lactato frente a alanina como combustible me- 
tabólico: el coste de la eliminación del nitrógeno Los 
tres carbonos del lactato y de la alanina tienen estados de 
oxidación idénticos por lo que los animales pueden utilizar 
cualquiera de estas dos fuentes de carbono como combustible 
metabólico. Compare el rendimiento neto de ATP (moles de 
ATP por mol de sustrato) para la oxidación completa (a CO, y 
H,O) del lactato frente a la alanina, cuando se incluye el coste 
de la excreción de nitrógeno en forma de urea 


coo coo` 
HO —C—H H¿N—C—H 
EH HH 
h h 
Lactato Alanina 


6. Toxicidad del amoníaco resultante de una dieta defi- 
ciente en arginina En un estudio realizado hace algunos 
años, se hizo ayunar a gatos durante la noche dándoles des- 
pués una sola comida completa en todos los aminoácidos 4 
cepto la arginina. å las 2 horas, los niveles de s a En 
sanguíneo aumentaron desde un nivel no PAn RIS Ol 
ug/L y los gatos mostraron los síntomas clínicos de la toxicidad 
del amoníaco. Un grupo control alimentado con una dieta com- 
pleta en aminoácidos o una dieta de aminoácidos en la que se 
había sustituido la arginina por ornitina no mostró sintomas 
clínicos extraños. 

(a) ¿Cuál era el objetivo del ayuno en el experimento? 

(b) ¿Qué es lo que hizo aumentar los niveles de amoníaco 
en el grupo experimental? ¿Por qué la ausencia de arginina 
condujo a toxicidad por amoníaco? ¿Es la arginina un aminoá- 
cido esencial en los gatos? ¿Por qué sí o por qué no? 

(c) ¿Por qué se puede sustituir la arginina por ornitina? 


7. Oxidación del glutamato Escriba una serie de ecuacio- 
nes igualadas, y la ecuación de la reacción global neta, que 
describan la oxidación de 2 moles de glutamato a 2 moles de 
a-cetoglutarato y 1 mol de urea. 


8. Transaminación y ciclo de la urea La aspartato amino- 
transferasa tiene la actividad más elevada de todas las amino- 
transferasas hepáticas de mamífero. ¿Por qué? 


9. El caso contra la dieta de proteína líquida 

Una dieta para la reducción de peso muy promocio- 
nada hace algunos años requería la ingestión diaria de “pro- 
tema líquida” (sopa de gelatina hidrolizada), agua, y un surtido 
de vitaminas. Se había de evitar cualquier otra comida o be- 
bida. Con esta dieta las personas perdían típicamente entre 5 
y 7 kg en la primera semana. 

(a) Los oponentes argumentaban que la pérdida de peso 
se debía casi exclusivamente a la pérdida de agua por lo que se 
recuperaría casi inmediatamente cuando se volviese a la dieta 
normal. ¿Cuál es la base bioquímica de este argumento? 

(b) Varias personas que seguían esta dieta murieron. 
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¿Cuáles son algunos de los peligros inherentes en la dieta y de 
qué modo podían conducir a la muerte? 


10. Aminoácidos cetogénicos ¿Qué aminoácidos son ex- 
clusivamente cetogénicos? 


11. Un defecto genético en el metabolismo de los 
aminoácidos: una historia clínica . Un niño de dos 
años ingresó en el hospital. Su madre indicó que vomitaba 
frecuentemente, especialmente después de las comidas. El 
peso del niño y el desarrollo físico estahan por debajo de lo 
normal. Su cabello, aunque oscuro, tenía manchas blancas. 
Una muestra de orina tratada con cloruro férrico (FeCl) dio 
un color verde característico de la presencia de fenilpiruvato. 
El análisis cuantitativo de muestras de orina dio los resultados 
que se muestran en la siguiente tabla 


Concentración (mm) 
Orina Orina 
Sustancia del paciente normal 
Fenilalanina 7,0 0,01 
Fenilpiruvato 4,8 0 
Fenil-lactato 10,3 0 


(a) Sugiera qué enzima puede ser deficiente en este niño. 
Proponga un tratamiento. 

(b) ¿Por qué aparece la fenilalanina en la orina en grandes 
cantidades? 

(c) ¿Cuál es el origen del fenilpiruvato y del fenil-lactato? 
¿Por qué esta ruta (normalmente no funcional) entra en juego 


T ATIR (SO la concentración de fenilalanina? 
or qué el pelo del niño tiene manchas blancas? 


12. Papel de la cobalamina en el catabolismo de 

los aminoácidos La anemia perniciosa está produ- 
cida por una absorción defectuosa de vitamina B. ¿Cuál cs el 
efecto de esta anomalía sobre el catabolismo de los amincáci- 


dos? ¿Están afectados todos los aminoácidos de igual manera? 
(Sugerencia: Véase el Recuadro 17-2). 


13. Dietas vegetarianas Las dietas vegetarianas 
pueden proporcionar altas concentraciones de antioxi- 
dantes y un perfil lipídico que puede ayudar a prevenir la enfer- 
medad coronaria. No obstante, puede haber algunos problemas 
asociados. Se tomaron muestras de un gran grupo de volunta- 
rios que eran vegetarianos estrictos (sin productos animales), 
lactovegetarianos (vegetarianos que toman productos lácteos) 
u omnívoros (individuos con una dieta variada normal que in- 
cluye la carne). En cada caso, los voluntarios habían seguido la 
dieta durante varios años. Las concentraciones sanguíneas de 
homocisteína y metilmalonato estaban elevadas en el grupo de 
vegetarianos estrictos, algo menores en el grupo de lactovege- 
tarianos y mucho menor en el grupo omnívoro. Explíqueto. 


14. Anemia perniciosa La carencia de vitamina B,,, 
puede aparecer en unas enfermedades genéticas raras 
que conducen a niveles bajos de B,, a pesar de una dieta normal 


que incluía fuentes cárnicas y lácteas ricas en B,,. Esta enfermedad 
no puede tratarse con suplementos de B, en la dieta. Explíquelo. 


15. Mecanismos de reacción del piridoxal fosfato La 
treonina se puede descomponer por el enzima treonina deshi- 
dratasa que cataliza la conversión de treonina en a-cetobuti- 
rato y amoníaco. El enzima utiliza PLP como cofactor. Sugiera 
un mecanismo para esta reacción, basado en los mecanismos 
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de la Figura 18-6. Observe que esta reacción incluye una elimi- 
nación en el carbono 8 de la treonina 


OH NH, 
CH — E H—CH—COO” = 
treonina 
Treonina deshidratasa 


if 
CH¿—CH,—C-—COO” + NH3 + H,O 
a-Cetobutirato 


16. Rutas del carbono y del nitrógeno en el metabolismo 
del glutamato Cuando se degrada oxidativamente [2-**C,'5N] 
glutamato en el hígado de una rata ¿en qué átomos de los si- 
guientes metabolitos se encontrará cada isótopo? (a) urea (b) 
succinato (c) arginina (d) citrulina (e) ornitina (f) aspartato? 


ruta de la 9-oxidación (donde sea posible), e indique los cofac- 
tores necesarios. 


18. Papel del piridoxal fosfato en el metabolismo de la 
glicina El enzima serina hidroximetiltransferasa requiere pi- 
ridoxal fosfato como cofactor. Proponga un mecanismo para la 
reacción catalizada por este enzima, en la dirección de degra- 
dación de la serina (producción de glicina). (Sugerencia: Vea 
las Figs. 18-19 y 18-20b). 


19. Rutas paralelas de la degradación de aminoácidos y 
de ácidos grasos El esqueleto carbonado de la leucina se 
degrada mediante una serie de reacciones análogas a las del 
ciclo del ácido cítrico y de la S-oxidación. Para cada reacción, 
de (a) hasta (f), mostradas a continuación, indique su tipo, 
proporcione un ejemplo análogo del ciclo del ácido cítrico o de 
la ruta de la -oxidación (donde sea posible), e indique los 


H Pe cofactores necesarios. 
+ 
HN TEH 
H Ch H NH; 
Ch CH —C—CH,—G—C007 Leucina 
coo” CH; H 
Glutamato marcado (a) | 
17. Estrategia química del catabolismo de la isoleucina H 
La isoleucina se degrada en una serie de seis pasos a propio- CH,—C—CH,—E—COO' a-cetoisocaproato 
nil-CoA y acetil-CoA: | 
CH3 
O o” D S-CoA CoA-SH 
z / 
` r (b) 
+ 
HN—CH CH CO, 
H—C—CH; £ pasos CH; ranoni fE O fi Y 
ly + A ¿—C—S-COA Isova!eril-CoA 
poe O S-CoA 
CH, Xx CH3 
Isoleucina | 
CH; Acetil-COA (c) | 


(a) El proceso químico de degradación de la isoleucina in- 
cluye estrategias análogas a las utilizadas en el ciclo del ácido 
cítrico y en la 9-oxidación de ácidos grasos. Los intermediarios 
de la degradación de la isoleucina (I a V) que se muestran a 
continuación no están en el orden correcto. Utilice su conoci- 
miento y comprensión del ciclo del ácido cítrico y de la ruta de 
la £oxidación para ordenar los intermediarios en la secuencia 
metabólica adecuada para la degradación de la isoleucina. 


Wal 
O. S-CoA e JARA 
X -d 3 
zA 
A, ¿de ls H—¢—ch; 
CH, CH, CH; 
i il 1 
EN p CoA A P- CoA 
a CH 
H— CH 4 
3 IN, 
CH; CH3 
iv vV 


(b) Para cada paso propuesto, describa el proceso quí- 
mico, dé un ejemplo análogo del ciclo del ácido cítrico o de la 


Q 


ll 
CHy—C=C—C—S-COA 
HC H 


B-Metilcrotonil-CoA 


ll 
"DOC —CH;—C m —C-—5-CoÀ  fB-Metilglutaconil-CoA 


tt 
PR ER B-Hidroxi-4-metilglutaril-CoA 
CH3 


(1 | 


l i 
Acetoacetato Acetil-CoA 


20. Tratamiento de una enfermedad genética Los 
controles dietéticos estrictos necesarios para hacer 
frente al progreso de la enfermedad del jarabe de arce en la 
orina son difíciles de seguir toda la vida por lo que los pacientes 


pueden experimentar un control metabólico deficiente que con- 
duce a síntomas neurológicos. En estos casos, el tratamiento 
puede implicar un transplante de órgano de un donante ade- 
cuado. El trasplante de órganos supone un riesgo considerable, 
pero el éxito puede aliviar mucho esta enfermedad metabólica y 
reducir la necesidad de restricciones dietéticas. ¿Qué órgano se 
podría trasplantar para conseguir este efecto y por qué? 


E Problema de análisis de datoss 


21. Enfermedad del jarabe de arce en la orina 
El En la Figura 18-28 se muestra la ruta de degradación 
de los aminoácidos de cadena ramificada y el sitio del defecto 
bioquímico que produce la enfermedad del jarabe de arce en la 
orina. Los hallazgos iniciales que condujeron finalmente al 
descubrimiento del defecto en esta enfermedad se presenta- 
ron en tres artículos publicados a finales de la década de 1950 
y principios de la década de 1960, Este problema sigue la his- 
toria de los hallazgos desde las observaciones clínicas iniciales 
hasta la propuesta de un mecanismo bioquímico. 
Menkes, Hurst y Craig (1954) presentaron Jos casos de 
cuatro hermanos, todos ellos muertos con un conjunto de sín- 
tomas similares. En los cuatro casos tanto el embarazo de la 
madre como el parto habían sido normales. Los primeros 3 a 5 
días de la vida de los niños también fueron normales. Pero poco 
después cada niño empezó a tener convulsiones y los niños 
murieron entre los 11 días y los 3 meses de edad. La autopsia 
mostró una hinchazón considerable del cerebro en todos los 
casos. La orina de los niños tenían un fuerte olor inusual, de 
“jarabe de arce”, que empezaba a partir del tercer día de vida. 
Menkes (1959) publicó datos recogidos 
ños. Todos mostraban síntomas similares a fós 4 
y murieron entre los 15 días y los 20 meses ; 
miento. En un caso Menkes pudo obtener muestras de orina 


Concentración en orina (mg/24 h) 
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durante los últimos meses de vida del lactante. Cuando trató la 
orina con 2,4-dinitrofenilhidrazona, que forma precipitados 
coloreados con los compuestos cetónicos encontró los tres 
a-cetoácidos en cantidades inusualmente elevadas: 


nn coo” ea 
i T gae 5 =0 
qa si i CH3—CH 
iadi da CH3 e 2 
CH, CH3 
a-Cetoisocaproato a-Cetoisovalerato a-Ceto-4-metil- 
n-valerato 


(a) Estos a-cetoácidos se producen por desaminación de 
aminoácidos. Para cada uno de los a-cetoácidos antes mostra- 
dos, dibuje y nombre el aminoácido del que procede. 

Dancis, Levis y Westall (1960) recogieron datos adicionales 
que los llevaron a proponer el defecto bioquímico mostrado en 
la Figura 18-28. En un caso examinaron un paciente cuya orina 
presentó por primera vez el olor a jarabe de arce a los 4 meses 
de edad. A los 10 meses (marzo de 1956) se ingresó el niño en 
el hospital porque tenía fiebre y mostraba un gran retraso en el 
desarrollo motor. A los 20 meses (enero de1957), volvió a in- 
gresar encontrándose los síntomas neurológicos degenerativos 
ya vistos en casos previos de enfermedad del jarabe de arce en 
la orina; murió poco después. En la tabla de la página 708 se 
muestran los resultados de sus análisis de sangre y orina, junto 
con los valores normales de cada componente. 

(b) En la tabla se incluye la taurina, aminoácido que normal- 
mente no se encuentra en las proteínas. La taurina se produce a 
menudo como subproducto de lesiones celulares. Su estructura es: 


+ 
H3N—EH7—CH2= $0" 


Concentración en plasma (mg/ml) 


Normal Paciente Normal Paciente 
Aminoácido Mar. 1956 Ene. 1957 Ene.1957 
Alanina 5-15 0,2 0,4 3,04,8 0,6 
Asparagina y glutamina 5-15 0,4 0 3,05,0 2.0 
Ácido aspártico 2 0,2 1,5 0,1-0,2 0,04 
Arginina 1,5-3 0,3 0,7 0,8-1,4 0,8 
Cistina 24 0,5 0,3 1,0-1,5 0 
Ácido glutámico 1,5-3 0,7 1,6 1,0-1,5 0,9 
Glicina 20-40 4.56 20,7 1,0-2,0 1,5 
Histidina 8-15 0,3 4,7 1,0-1,7 0,7 
Isoleucina 25 2,0 13,5 0,8-1,5 2,2 
Leucina 3—8 2,1 39,4 1,7-2,4 145 
Lisina 2-12 1,6 4,3 1,5-2,7 1,1 
Metionina 25 1,4 1,4 0,3—0,6 2,7 
Ornitina 1-2 0 1,3 0,6—0,8 0,5 
Fenilalanina 2—4 0,4 2,6 1,0-1,7 0,8 
Prolina 2—4 0,5 0,3 1,5-3,0 0,9 
Serina 5-15 1,2 0 1,3-2,2 0,9 
Taurina 1-10 0,2 18,7 0,9-1,8 0,4 
Treonina 5-10 0,6 0 1,2-1,6 O: 
Triptófano 33 0,9 2,3 No medido 0 
Tirosina 4-8 0,3 3,7 1,52,3 0,7 
Valina 24 1,6 15,4 2,0-3,0 13,1 
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(c) Basándose en su estructura y la información contenida 
en este capítulo ¿cuál es el aminoácido con más probabilidades 
de ser el precursor de la taurina? Razónelo. 

En comparación con los valores normales dados en la ta- 
bla, ¿qué aminoácidos mostraron niveles significativamente 
elevados en la sangre del paciente en enero de 1957? ¿cuáles 
en la orina del paciente? 

Basándose en sus resultados y en su conocimiento de la 
ruta mostrada en la Figura 18-28, Dancis y colaboradores con- 
cluyeron: “aunque a los autores les parece muy probable que 
el bloqueo primario se encuentra en la ruta degradativa de los 
aminoácidos de cadena ramificada, esto no puede quedar esta- 
blecido de manera absoluta”. 

(d)¿De qué modo los datos aquí presentados apoyan esta 
conclusión? 


(e)¿Qué datos aquí presentados no se ajustan a este mo- 
delo de la enfermedad de! jarabe de arce en la orina? ¿Cómo 
explica estos datos aparentemente contradictorios? 

(D ¿Qué datos necesitaría para estar más seguro de su 
conclusión? 
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en los organismos aeróbicos, Todos” X Pasos S 


dativos en la degradación de glúcidos, grasas y aminoá- 
cidos convergen en esta etapa final de la respiración 
celular en la que la energía de la oxidación impulsa la 
síntesis de ATP. La fosforilación oxidativa da cuenta de 
la mayor parte del ATP sintetizado por la mayoría de 
organismos no fotosintéticos en la mayor parte de cir- 
cunstancias. En eucariotas, ls fosforilación oxidativa 
tiene lugar en las mitocondrias en donde intervienen 
enormes complejos proteicos incrustados en las mem- 
branas mitocondriales. La ruta de la síntesis del ATP en 
mitocondrias ha sido un reto fascinante para los bioquí- 
micos durante la mayor parte del siglo XX. 

Nuestros conocimientos actuales sobre la síntesis 
del ATP en la mitocondria se basan en la teoría, introdu- 
cida por Peter Mitchell en 1961, según la cual las dife- 
rencias transmembrana en la concentración de proto- 
nes son el reservorio de la energía obtenida a partir de 
las reacciones biológicas de oxidación. Esta teoría 
quimiosmótica está actualmente aceptada como uno 
de los grandes principios unificadores de la biología del 
siglo XX. Proporciona un conocimiento de los procesos 
de la fosforilación oxidativa y de la fotofosforilación en 
plantas así como sobre transducciones de energía apa- 
rentemente tan dispares como son el transporte activo 
a través de membranas y el movimiento de los flagelos 
bacterianos. 

El mecanismo de la fosforilación oxidativa tiene 
tres componentes definitorios (Fig. 19-1). (1) Los 
electrones fluyen desde dadores electrónicos (sustra- 
tos oxidables) a través de una cadena de transportado- 
res ligados a membrana hasta un aceptor electrónico 


final con un gran potencial de reducción (oxígeno 
molecular, 0,) (2) La energía libre puesta a disposición 
por este flujo de electrones “cuesta abajo” (exergóni- 
co) está acoplada al transporte “cuesta arriba” de pro- 
tones a través de una membrana impermeable a los 
protones, conservándose la energía libre de oxidación 
de los combustibles en forma de potencial electroquí- 
mico transmembrana. (3) El flujo transmembrana de 
protones a favor de su gradiente de concentración 
mediante canales proteicos específicos proporciona la 
energía libre para la síntesis de ATP, catalizada por un 


ADO Nat reducido 6) Transportadores electrónicos 


(combustible) cede e~. bombean H+ al exterior a medida 
que los electrones fluyen hacia el O,. 
Ñ Transportadores electrónicos 
Membrahh (cadena respiratoria) ds H+ 
mitocondrial H* H* Mf e H 
interna + 98. f 
Hi w- B =} + HÄ 
A A — H- 
pi Prt F Energía del jo de e- pee -= Te 4 A 
Ve EN a y 
x e S y haca A z : A á i + 


O LaATP sintasa utiliza el potencial 
electroquímico para sintetizar ATP. 


FIGURA 19-1 Mecanismo quimiosmótico de la síntesis de ATP en 
mitocondrias. Los electrones se desplazan espontáneamente a través de 
una cadena de transportadores ligados a membrana, ia cadena respira- 
toria, impulsados por el elevado potencial de reducción del oxígeno y los 
potenciales de reducción relativamente bajos de los diversos sustratos 
reducidos (combustibles) que experimentan oxidación en la mitocondría. 
El flujo de electrones crea un potencial! electroquímico por el movimiento 
transmembrana de protones y cargas positivas. Este potencial electro- 
químico impulsa la síntesis de ATP por una ATP sintasa ligada a mem- 
brana que es fundamentalmente similar en mitocondrias y cloroplastos 
así como en bacterias y arquebacterias, 
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complejo proteico asociado a la membrana (la ATP sin- 
tasa) que acopla el flujo de protones a la fosforilación 
del ADP. 

El capítulo empieza con la descripción de los com- 
ponentes de la cadena de transferencia electrónica (la 
cadena respiratoria) y su organización en forma de 
grandes complejos funcionales en la membrana mito- 
condrial interna, la ruta del flujo electrónico a través de 
estos complejos y el movimiento de protones asociado a 
dicho flujo. Pasaremos revista a continuación al extraor- 
dinario complejo enzimático que, mediante “catálisis 
rotacional”, captura la energía del flujo de protones en 
forma de ATP. Continuaremos con los mecanismos 
reguladores que coordinan la fosforilación oxidativa con 
las muchas rutas catabólicas en las que los combustibles 
son oxidados. 

El papel metabólico de la mitocondria es tan crítico 
para la función celular, y también para el organismo, 


que aparecen graves problemas médicos como conse- 


cuencia de defectos en la función mitocondrial, Las 
mitocondrias son básicas para las funciones neuronal y 
muscular así como para la regulación del metabolismo 
energético y del peso corporal del organismo entero. Se 
acepta que las enfermedades neurodegenerativas, así 
como el cáncer, la diabetes y la obesidad son un posible 
resultado de una función mitocondrial defectuosa, y 
existe una teoría del envejecimiento basada en la pér- 
dida gradual de la integridad mitocondrial. La produc- 
ción de ATP no es la única función mitocondrial impor- 
tante; las mitocondrias también intervienen en la ter- 


mogénesis, la síntesis de esteroides y la ptosis 
(muerte celular programada). El descubri ESA 


estos variados e importantes papeles de la mitóocondri 
ha estimulado muchas investigaciones actuales sobre la 
bioquímica de este orgánulo. Discutiremos estas fun- 
ciones diversas de las mitocondrias y las consecuencias 
de una función mitocondrial defectuosa en los seres 
bumanos. 


19.1 La cadena respiratoria mitocondrial 


El descubrimiento de Eugene 
Kennedy y Albert Lehninger 
en 1948 de que la mitocondria 
es el sitio en donde se realiza 
la fosforilación oxidativa en 
los eucariotas marcó el inicio 
de la fase moderna de los 
estudios enzimológicos sobre 
las transducciones biológicas 
de energía. Las mitocondrias, 
al igual que las bacterias 
gram-negativas, tienen dos 
membranas (Fig. 19-2a). La 
membrana mitocondrial 
externa es fácilmente per- 
meable a pequeñas moléculas 
(M_<5.000) e iones, que se mueven libremente a través 
de canales transmembrana compuestos por una familia 
de proteínas integrales de membrana llamadas porinas. 
La membrana interna es impermeable a la mayoría de 
moléculas pequeñas e iones, incluido el protón (H*); las 
únicas especies que cruzan esta membrana lo hacen a 
través de transportadores específicos. La membrana 


Albert L. Lehninger, 1917-1986 

(Fuente: Alan Mason Chesney 
Medical Archives of the Johns 
Hopkins Medical Institutions. ] 


interna aloja los componentes de la cadena respiratoria 
y la ATP smtasa. 

La matriz mitocondrial, el espacio acotado por la 
membrana mterna, contiene el complejo de la piruvato 
deshidrogenasa y los enzimas del ciclo del ácido cítrico, 
de la ruta de la P-oxidación de los ácidos grasos y de las 
rutas de oxidación de los aminoácidos, es decir, todas 
las rutas de oxidación de combustibles excepto la glucó- 
lisis que tiene lugar en el citosol. Debido a la permeabi- 
lidad selectiva de la membrana mitocondrial interna, 
separa los intermediarios y enzimas de las rutas meta- 
bólicas citosólicas de los de los procesos metabólicos 
que se producen en la matriz. Sin embargo, el piruvato, 
los ácidos grasos y los aminoácidos o sus derivados 
a-ceto son llevados por transportadores específicos a la 
matriz para poder acceder a la maquinaria del ciclo del 
ácido cítrico. El ADP y el P, son transportados específi- 
camente al interior de la matriz al mismo tiempo que el 
recién sintetizado ATP es transportado al exterior. El 
mejor inventario actual de proteínas en las mitocondrias 
de mamíferos señala unas 1.100 de las que al menos 300 
tienen funciones por ahora desconocidas. 

La representación de una mitocondria en forma de 
habichuela de la Figura 19-2 es una simplificación, debi- 
da en parte a estudios iniciales en los que se observaban 
al micorsopio electrónico secciones delgadas de células. 
Las imágenes tridimensionales obtenidas, ya sea por 
reconstrucción de secciones seriadas o por microscopia 
confocal, revelan importantes variaciones en tamaño y 
forma. En células vivas teñidas con colorantes fluores- 
` tes TANW de las mitocondrias, se ve una gran 

Syhtocondrias de diferentes formas agrupa- 

: del núcleo (véase la Fig. 19-2b). 

Pe s tejidos con una gran demanda de metabolismo 
aeróbico (cerebro, músculos esquelético y cardíaco y 
ojo, por ejemplo) contienen muchos centenares o milla- 
res de mitocondrias por célula y, en general, las mitocon- 
drias de células con actividad metabólica elevada tienen 
más crestas, y más densamente empaquetadas (Fig. 
19-2c, d). Durante el crecimiento celular y la división, las 
mitocondrias, al igual que las bacterias, se dividen por 
fisión (como las bacterias) y en algunas circunstancias 
las mitocondrias individuales se fusionana para formar 
estructuras más grandes y extensas. Condiciones que 
producen estrés, tales como la presencia de inhibidores 
de la transferencia electrónica o mutaciones en un trans- 
portador electrónico, desencadenan la fisión mitocon- 
drial y, a veces, la mitofagia (degradación de las mito- 
condrias yreciclado de los amiknoácidos, nucleótidos y 
lípidos liberados. Cuando desaparece el estrés, mitocon- 
drias pequeñas y cortas se fusionan para formar orgánu- 
los largos, delgados y tubulares. 


Los electrones son canalizados hacia transportadores 
universales de electrones 


La fosforilación oxidativa empieza con la entrada de los 
electrones en la serie de transportadores electrónicos 
denominada cadena respiratoria. La mayor parte de 
dichos electrones provienen de la acción de deshidrogena- 
sas que captan electrones de vías catabólicas y los canali- 
zan hacia aceptores universales de electrones: nucleótidos 
de nicotinamida (NAD” o NADP”) o nucleótidos de flavina 
(FMN o FAD) (véanse las Figs. 13-24, 13-27). 


(a) 
ATP sintasa 


Crestas 


Contiene: 
* Complejo de la 
piruvato 


deshidrogenasa 


e Enzimas de! 
ciclo del ácido 
cítrico 

+ Enzimas de la 
B-oxidación de 


Canales de porina 


e ATP, ADP, P; Mg?*, Ca?”, k* 
s Muchos intermediarios metabólicos 
solubles 


FIGURA 19-2 Anatomía bioquímica de una mitocondria. (a) La mem- 
brana externa tiene poros que la hacen permeable a pequeñas moléculas 
e ¡ones pero no a proteínas. Los repliegues de la membrana interna, 
denominados crestas, le confieren una gran área superficial. La mem- 
brana interna de una sola mitocondria de hígado puede tener más de 
10.000 conjuntos de sistemas de transferencia de electrones (cadenas 
respiratorias) y de moléculas de ATP sintasa, distribuidas por toda la 
superficie de la membrana. (b) Una célula anirnal típica tiene cientos o 
miles de mitocondrias. Esta célula endotelial de una arteria pulmonar 
bovina se tiñá con sondas fluorescentes para la actina (azul), para el 
DNA (rojo) y para las mitocondrias (amarillo). Obsérvese la variabilidad, 


Las deshidrogenasas ligadas a nucleótidos de 
nicotinamida catalizan reacciones reversibles de los 
tipos generales siguientes: 


sustrato oxidado + NADH + H* 


Sustrato reducido + N 


Sustrato reducido + NADP* ==2 
sustrato oxidado + NADPH + H* 


La mayoría de deshidrogenasas que participan en el 
catabolismo son específicas para el NAD* como aceptor 
electrónico (Tabla 19-1). Algunas están localizadas en el 
citosol y otras en la mitocondria, existiendo también 
otras con isozimas, mitocondriales y citosólicos. 
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Yum 


en cuanto a la longitud, ce las mitocondrias. (c) Las mitocondrias del 
músculo cardíaco (azules en la micrografía electrónica coloreada), con 
gran profusión de crestas y, por tanto, un área de la membrana interna 
mucho mayor, tienen más de tres veces el número de conjuntos de cade- 
nas respiratorias que en (d), las mitocondrias hepáticas. Las mitocondrias 
de músculo e hígado tienen el tamaño aproximado de una bacteria (1 a 
10 am de longitud). Las mitocondrias de invertebrados, plantas y micro- 
bios eucariotas son similares a la que se muestra aquí, si bien existe 
mucha variación en tamaño, forma y grado de repliegue de la membrana 
interna. [Fuentes: (b) Talley Lambert/Science Source. (e) Thomas Dee- 
rinck, NCMIR/5cience Source. (d) Biophoto Associates/5Science Source. ] 


Las deshidrogenasas ligadas al NAD eliminan dos 
átomos de hidrógeno de sus sustratos. Uno es transferi- 
do en forma de ión hidruro (:H”) al NAD* mientras que 
el otro aparece como H* en el medio (véase la Fig. 
13-24). El NADH y el NADPH son transportadores elec- 
trónicos hidrosolubles que se asocian reversiblemente 
con deshidrogenasas. El NADH transporta los electro- 
nes que provienen de reacciones catabólicas a su punto 
de entrada en la cadena respiratoria, el complejo de la 
NADH deshidrogenasa que se describe más adelante. El 
NADPH generalmente suministra electrones a reaccio- 
nes anabólicas. Las células mantienen resevas separa- 
das de NADPH y NADH, con potenciales redox diferen- 
tes. Esto se consigue manteniendo las razones [forma 
reducidaj/[forma oxidada] relativamente alta para el 
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TABLA 19-1 


Algunas reacciones importantes catailizadas por deshidrogenasas ligadas a NAD(P)H 


 a-Cetoglutarato + CoA + NAD* == succinil-CoA + CO, + NADH + H* M 
L-Malato + NAD* ==> oxalacetato + NADH + H* MyC 
Piruvato + CoA + NAD* = acetil-CoA + CO, + NADH + H* M 
Gliceraldehído-3-fosfato + P, + NAD* == 1,3-bisfosfoglicerato+ NADH + H* C 

| Lactato + NAD" =— piruvato + NADH + H* C | 
¿-Hidroxiacil-CoA + NAD* == Peetoacil-CoA+ NADH + H’ M | 
Ligadas a NADP | 
Glucosa-6-fosfato + NADP* == 6-fosfogluconato + NADPH + H c | 
L-Malato + NADP* == piruvato + CO, + NADPH + H* C 
Ligadas a NAD o NADP 
L-GLutamato + H,O + NAD(P) == a-cetoglutarato + NH; + NAD(P)H M 
Isocitrato + NAD(P)* == a-cetoglutarato + CO, + NAD(P)H + H* MyC | 


“Estas reacciones así como sus enzimas se tratan en los Capítulos 14 a 18. 


bM indica mitocondria; C, citosol. 


NADPH y relativamente baja para el NADH. Ni el NADH 
ni el NADPH pueden atravesar la membrana interna de 
la mitocondria, pero los electrones que 

pueden ser lanzados a su través indirec ¿ 
como veremos más adelante. 

Las flavoproteínas contienen un nucleótido de fla- 
vina, FMN o FAD, fuertemente unido, a veces de manera 
covalente (véase la Fig. 13-27). El nucleótido de flavina 
oxidado puede aceptar un electrón (dando la forma de 
semiquinona) o dos (produciendo FADH, o FMNH,). La 
transferencia electrónica se da gracias a que la flavopro- 
teína tiene un potencial de reducción estándar superior 
al del compuesto oxidado. Recuerde que el potencial de 
reducción es una medida cuantitativa de la tendencia 
relativa de una especie química determinada para acep- 
tar electrones en una reacción de oxidación-reducción. 
El potencial de reducción estándar de un nucleótido de 
flavina, a diferencia de lo que sucede con el NAD o el 
NADP, depende de la proteína a la que está asociado. 
Interacciones locales con grupos funcionales de la pro- 
teína distorsionan los orbitales electrónicos del anillo de 
flavina, con lo que varía la estabilidad relativa de las 
formas oxidada y reducida. El potencial de reducción 
estándar pertinente es, por tanto, el de la flavoproteína 
concreta, no el del FAD o FMN aislados, habiéndose de 
considerar al nucleótido de flavina como parte del sitio 
activo de la flavoproteína y no como un reactivo o pro- 
ducto en la reacción de transferencia electrónica. Debi- 
do a que las flavoproleínas pueden participar en transfe- 
rencias de uno o de dos electrones, pueden actuar como 
intermedios entre reacciones en las que se ceden dos 
electrones (como sucede en las deshidrogenaciones) y 
en aquéllas en las que se acepta un solo electrón (como 
en la reducción de una quinona a hidroquinona descrita 
más adelante). 


Los electrones pasan a traves de una serie 
vansp ortadores unidos a membrana 
“CAYO 


toria mitocondrial consta de una serie 
e transportadores electrónicos que actúan secuencial- 
mente, la mayoría de los cuales son proteínas integrales 
con grupos prostéticos capaces de aceptar y ceder uno 
o dos electrones. Hay tres tipos de transferencias elec- 
trónicas en la fosforilación oxidativa: (1) transferencia 
directa de electrones, tal como sucede en la reducción 
de Fe* a Fe”; (2) transferencia de un átomo de hidró- 
geno (H* + e) y (3) transferencia de un ión hidruro 
(:H-) portador de dos electrones. El término equiva- 
lente de reducción se utiliza para designar el equiva- 
lente de un electrón sencillo que se transfiere en una 
reacción de oxidación-reducción. 

Además del NAD y de las flavoproteínas, hay otros 
tres tipos de moléculas transportadoras de electrones 
que funcionan en la cadena respiratoria: una quinona 
hidrofóbica, denominada ubiquinona, y dos tipos dife- 
rentes de proteínas con hierro (citocromos y proteínas 
ferro-sulfuradas). La ubiquinona (también llamada 
coenzima Q, o sencillamente Q) es una benzoquinona 
liposoluble que contiene una cadena lateral isoprenoide 
larga (Fig. 19-3). La ubiquinona puede aceptar un 
electrón transformándose en el radical semiquinona 
CQH) o dos electrones formando ubiquinol (QH,). Al 
iguai que las flavoproteínas transportadoras es, por 
tanto, capaz de actuar como puente entre un dador de 
dos electrones y un aceptor de un electrón. Debido a 
que la ubiguinona es al mismo tiempo pequeña e hidro- 
fóbica puede difundir libremente dentro de la bicapa 
lipídica de la membrana mitocondrial interna y puede 
hacer de lanzadera de equivalentes de reducción entre 
otros transportadores electrónicos de la membrana 
menos móviles. Además, debido a que transporta tanto 
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electrones como protones, juega un papel central en el 


çH; acoplamiento del flujo electrónico al movimiento de 
HCO (CH,—CH=C—CH>2h0—H protones. 

Ubiguinona (Q) Los citocromos son proteínas con una intensa 
diii CHa (totalmente oxidada) absorción de la luz visible característica, debida a la 
9 presencia del grupo prostético hemo que contiene hie- 
þr ig rro (Fig. 19-4a). Las mitocondrias contienen tres cla- 
e ses de citocromos que se distinguen por diferencias en 
su espectro de absorción de la luz y que se designan a, 
H3CO R isis b y c. Cada tipo de citocromo en su estado reducido 
eb ti (*QH) (Fe*>) tiene tres bandas de absorción en el espectro 
i En 4 visible (Fig. 19-4b). La banda de longitud de onda más 
larga está cerca de 600 nm en los citocromos del tipo a, 
po cerca de 560 nm en los del tipo b y cerca de 550 nm en 
a los del tipo c. Para distinguir entre citocromos de un 
tipo estrechamente relacionados, se utiliza en su nom- 
da i Ubiquinol (QH>) bre la absorción máxima exacta, tal como sucede con el 

H,CO CH, (totalmente reducido) citocromo só | 
An Los hemos de los citocromos a y b están unidos 


FIGURA 19-3 Ubiquinona (Q, o coenzima Q). La reducción completa 
de la ubiquinona requiere dos electrones y dos protones y se produce en 
dos pasos a través dei radical semiquinona intermedio. 


muy fuertemente, aunque no de manera covalente, a 
sus proteínas asociadas; los grupos hemo de los citocro- 
mos del tipo c están unidos de forma covalente a través 
de residuos Cys (Fig. 19-4). Al igual que con las fla- 


voproteínas, el potencial de reducción estándar del 
átomo de hierro en el hemo de un citocromo depende 
de su interacción con las cadenas laterales de la proteí- 


(a) 


CH,CH¿COO7 
Hemo c 
(en citocromos de tipo c) 


Ferro-protoporfirina IX 
(en citocromos de tipo b) 


(b) 100 


Hema a 
(en citocromos tipo a) 


FIGURA 19-4 Grupos prostéticos de los citocromos. (a) Cada grupo está formado por cuatro 
anillos pentaatómicos que contienen nitrógeno en una estructura cíclica llamada porfirina. Los 
cuatro átomos de nitrógeno están coordinados can un ión Fe central que puece ser Fe” o Fe” 
La ferro-protoporfirina IX se encuentra en los citocromos de tipo b y en la hemoglobina y mio- 
globina (véase la Fig. 4-17). El hemo c está unido covalentemente a la proteína del citocromo c 
mediante enlaces tioéter con dos residuos Cys. El hemo a, que se encuentra en los citocromos 
de tipo a, tiene una cola isoprenoide larga unida a uno de los anillo pentaatómicos. El sistema 
de dobles enlaces conjugados (sombreado en rosa) del anillo de la porfirina tiene electrones x 
deslocalizados que son excitados de manera relativamente fácil por fotones con longitudes de 
onda correspondientes a la luz visible lo que explica la fuerte absorción de luz de la región visi- 
ble del espectro por estos hemos (y compuestos relacionados). (b) Espectro de absorción del O 
citocromo c (cit c) en sus formas oxidada (azul) y reducida (rojo). Se indican las bandas a, B y 300 400 200 600 
y características de las formas reducidas. Longitud de onda (nm) 


Cite 
oxidado 


Absorción relativa de luz (%) 
5 
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(b) 


FIGURA 19-5 Centros ferro-sulfurados. Los centros Fe-S de las protei- 
nas ferro-sulfuradas pueden ser tan sencillos como en (a), con un solo ¡ón 
Fe rodeado de átomos de S de cuatro residuos Cys; Fe está en rojo, ek $ 
inorgánico es amarillo y los átomos de $ de las Cys son naranja. En otros 
centros hay átomos de $ inorgánicos y orgánicos de la Cys como (b) 2Fe- 
25 o (c) 4Fe-45. (d) La ferredoxina de la cianobacteria Anabaena 7120 


na, por lo que es diferente para cada citocromo. Los 


citocromos de los tipos a y b así como algunos del tipo 


c son proteínas integrales de la membrana mitocondrial 
interna. Una excepción sorprendente es el citocromo c 
que se asocia mediante interacciones electrostáticas 
con la superficie exterior de la membrana mitocondrial 
interna. 

En las proteínas ferro-sulfuradas, el hierro está 
presente no en forma de hemo sino en asociación con 
átomos de azufre inorgánico o con átomos de azufre de 
residuos Cys de la proteína, o con los dos al mismo tiem- 
po. Estos centros ferro-sulfurados (Fe-S) van desde 
estructuras sencillas con un solo átomo de Fe 
do a cuatro residuos Cys-SH a centros Fe-S 
plejos con dos o cuatro átomos de Fe (Fig. 1* 
proteínas ferro-sulfuradas de Rieske (nomha 
así porque las descubrió John S. Rieske) son una varian- 
te de las anteriores, en las que un átomo de Fe está 
coordinado con dos residuos His en lugar de con dos 
residuos Cys. Todas las proteínas ferro-sulfuradas parti- 
cipan en transferencias de un electrón en las que se 
oxida o reduce uno de los átomos de Fe de la agrupa- 
ción ferro-sulfurada. En la transferencia de electrones 


Potenciales 


TABLA 19-2 


respiratoria y relacionados 
Reacción redox (media reacción) 
2H* + 2e — H, 
NAD’ + H* + 2e —— NADH 
NADP* + H* + 27 —— NADPH 


Ubiquinona 2H* + 2€ —— ubiquinol 

Citocromo b (FE*) + e — citocromo b (FE**) 
Citocromo c, (FE?*) + e: — citocromo c, (FE*-) 
Citocromo c (FE?) + e7 — citocromo c (FE?) 
Citocromo a (FE*) + e: —- citocromo a (FE?) 
Citocromo a, (FE*) + e — citocromo a, (FE”-) 


M0, + 2H" + 2e —— H,O 


de reducción estánd; 


(c) 


NADH deshidrogenasa (FMN)+ 2H* + 2e- — NADH deshidrogenasa (FMNH,) 


tiene un centro 2Fe-25; (Observe que en estas designaciones sólo se 
cuentan los átomos de $ inorgánicos. Por ejernplo, en el centro 2Fe-25 (b), 
cada ión Fe está, de hecho, rodeado por cuatro átomos de S). El potencial 
de reducción estándar exacto del hiero en estos centros depende del tipo 
de centro y de los detalles de su interacción con la proteína asociada. 
[Fuente: PD8 ID 1FRD. B. L. Jacobson et al, Biochemistry 32:6788, 1993.] 


mitocondrial actúan como mínimo ocho proteínas Fe-S. 
Los potenciales de reducción de las proteínas Fe-S 
varían de 0,65 V a +0,45 V, en función del microentor- 
no del hierro en el interior de la proteína, 

En la reacción global catalizada por la cadena respi- 
ratoria mitocondrial se transportan electrones desde el 
NADH, el succinato u otro dador electrónico primario a 
través de las favoproteínas, ubiquinona, proteínas 
ferro-sulfuradas y citocromos y, finalmente, al O,. Echar 
un vistazo a los métodos utilizados en la determinación 
de la secuencia de actuación de los transportadores es 
instructivo, dado que se han utilizado aproximaciones 


ales como las que tienen lugar en cloro- 
STOS a Fig. 20-16). 

En primer rha se han determinado experimental- 
mente los potenciales de reducción estándar de los 
transportadores electrónicos individuales (Tabla 19-2). 
Es de esperar que los transportadores funcionen en 
orden de potenciales de reducción crecientes, porque 
los electrones tienden a fluir espontáneamente desde 
los transportadores de E” más bajo hacia los transpor- 
tadores con E” más elevado. El orden de los transporta- 
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FIGURA 19-6 Método para determinar la secuencia de transportado- 
res electrónicos. Este método mide el efecto de inhibidores de la trans- 
ferencia electrónica sobre el estado de oxidación de cada transportador 
En presencia de un dador electrónico y O,, cada inhibidor da lugar a un 


dores deducido según este método es NADH— Q — 
citocromo b — citocromo c, — citocromo c — citocro- 
mo a — citocromo a, — O,. Observe, sin embargo, que 
el orden de los potenciales de reducción estándar no es 
necesariamente el mismo que el de los potenciales de 
reducción reales en condiciones celulares, que depen- 
den de las concentraciones de las formas oxidadas y 
reducidas (véase la Ec. 13-5, p. 520). Un segundo méto- 
do para determinar la secuencia de los transportadores 
electrónicos consiste en reducir experimentalmente la 
cadena de transportadores completa aportando 

fuente de electrones en ausencia de eptor de NA 
trones (sin 0,). Cuando se introduc 6 Prat SN 


i ROPA 
el sistema, la velocidad a la que se oxi X 


cada transpor- 
tador, determinada espectroscópicamente, muestra el 
orden en el que funcionan los transportadores. El trans- 
portador más próximo al O, (al final de la cadena) es el 
primero en ceder sus electrones, el segundo transporta- 
dor desde el final es el siguiente en oxidarse y así suce- 
sivamente. Este tipo de experimentos ha confirmado la 
secuencia deducida a partir de los potenciales de reduc- 
ción estándar. 

En una confirmación final, se han utilizado agentes 
que inhiben el flujo de electrones a través de la cadena 
en combinación con medidas del grado de oxidación de 
cada transportador. En presencia de O, y un dador elec- 
trónico los transportadores que funcionan antes del 
paso inhibido quedan totalmente reducidos mientras 


Número de subunidades de los equivalentes bacteñanos en paréntesis. 
"Los datos de masa y subunidades corresponde a la forma monomérica. 


850 45 (14) FMN, Fe-S 
II Succinato deshidrogenasa 140 4 FAD, Fe-S 
II Ubiquinona-citoeromo c oxidorreductasa” 250 11 Hemos, Fe-S 
Citoeromo c 13 1 Hemos 
IV Citocromo oxidasa” 204 13 (3-4) Hemos, Cu, Cu, 


patrón característico de transportadores oxidados/reducidos: los ante- 
riores al bloqueo quedan reducidos (azul) mientras que los posteriores al 
bloqueo quedan oxidados (rajo). 


que los que funcionan después del bioqueo están com- 
pletamente oxidados (Fig. 19-6). Mediante la utiliza- 
ción de diversos inhibidores que bloquean diferentes 
puntos de la cadena se ha deducido la secuencia com- 
pleta; es la misma que la predicha según los dos méto- 
dos anteriores. 


Los transportadores de electrones actúan 
en complejos multienzimáticos 


Los transportadores de electrones de la cadena respira- 
toria están organizados en complejos supramoleculares 


A TN en membranas que se pueden separar físi- 


El tratamiento suave de la membrana mito- 
condrial interna con detergentes permite la resolución 
de cuatro complejos distintos de transportadores elec- 
trónicos, cada uno de los cuales es capaz de catalizar la 
transferencia electrónica a través de una porción de la 
cadena (Tabla 19-3, Fig. 19-7). Los Complejos I y II 
catalizan la transferencia de electrones a la ubiquinona 
a partir de dos dadores electrónicos diferentes: NADH 
(Complejo I) y succinato (Complejo ID. El Complejo II 
transporta electrones desde la ubiquinona reducida al 
citocromo c, y el Complejo IV completa la secuencia 
transfiriendo electrones desde el citocromo c al O, 

Abordaremos a continuación con mayor detalle la 
estructura y la función de cada complejo de la cadena 
respiratoria mitocondrial, 


Número de subunidades"  Grupo(s) prostético(s) 


“Observe que el citocromo c no es parte de un complejo enzimático; se desplaza entre los Complejos Ili y IV corno una proteína soluble. 
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Tratamiento 
con digitonina 


Fragmentos 
de la membrana 
interna y 


Se desechan e, 
los fragmentos 

de la membrana ATP m 
externa sintasa IV 


Solubilización con detergente seguida 
de cromatografía de intercambio iónico 


$ 


NADH Q Succinato Q Q Cytc Cytc 0, Cp 


Reacciones catalizadas por fracciones aisladas in vitro 


FIGURA 19-7 Resolución de los complejos funcionales de la cadena 
respiratoria. Se elimina primero la membrana mitacondrial externa por 
tratamiento con el detergente digitonína. A continuación se obtienen 
fragmentos de la membrana interna por rotura osmótica de la mitocon- 
dria disolviéndose suavemente los fragmentos en un segundo deter- 
gente, La mezcla resultante de proteínas de la membrana interna se 
resuelve mediante cromatografía de intercambio-iónico en varios com- 
plejos (I a IV) de la cadena respiratoria, cada uno con su composición 
proteica distintiva (véase la Tabla 19-3), y en el enzima ATP sintasa (a 
veces llamado Complejo Y). Los Complejos | a 1Y aislados catalizan 
transferencias entre dadores (NADH y succinato), transportadores inter- 
medios (Q y citocromo c) y O, tal como se muestra. In vitro, la ATP sin- 
tasa sólo tiene actividad hidrolizadora del ATP (ATPasa) y no sintetiza- 
dora de ATP, 


Complejo i: NADH a ubiquinona En los mamíferos el 
Complejo I, también llamado NADH:ubiquinona oxi- 
dorreductasa o NADH deshidrogenasa, es un enzi- 
ma enorme compuesto por 45 cadenas polipeptídicas 
diferentes, entre las que se encuentra una flavoprotemna 
que contiene FMN y como mínimo 8 centros ferro-sul- 


furados. El Complejo 1 tiene forma de L, con un brazo 7 


incrustado en la membrana interna y el otro prolongán- 
dose hacia la matriz. Estudios comparativos del Com- 
plejo I en bacterias y otros organismos muestran que 7 
polipéptidos en el brazo de la membrana y 7 en la matriz 
están conservados y son esenciales (Figura 19-8). 

El Complejo F cataliza dos procesos simultáneos 
forzosamente acoplados: (1) la transferencia exergóni- 


intermembrana Complejo | 
(lado rP) H? Ht H* Ht 


Sl S SA A ic rs a A 


Brazo de la membrana 
Matriz (lado n) 


NADH +H? NAD* 


FIGURA 19-8 Estructura del Complejo | (NADH:ubiquinona oxidorre- 
ductasa). El Compiejo į (Aquí se muestra la estructura cristalina del pro- 
cedente de Thermus thermophilus) cataliza la transferencia de un ión 
hidruro desde el NADH al FMN, y del FMN pasan dos electrones a tra- 
vés de una serie de centros Fe-S al centre Fe-5 de M-2 situada en el 
brazo de! complejo orientado hacia la matriz. La transferencia de electro- 
nes desde N-2 a la ubiquinona, que se encuentra en el brazo situado en 
la membrana, genera QH, el cual difunde por la bicapa lipídica. Esta 
transferencia de electrones también promueve la expulsión desde ia 
matriz de cuatro protones por par de electrones. El flujo de protones 
uce un potencial electroquímico a través de la membrana mitocon- 

j | negativo, p lado positivo). Fl mecanismo detallado 
ATION la transferencia de electrones y de protones en el 
Complejo | todavía no se conoce, pero tres de las subunidades de la 
membrana están relacionadas estructuralmente a un cotransportador 
antiparalelo Na*-H* y la ruta del movimiento de protones puede ser 
similar en ambos casos. La cuarta posible ruta de los protones es a tra- 
vés de una subunidad integral más próxima al sitio de unión de Q. Una 
hélice larga (no visible en esta vista) que yace a lo largo de la superficie 
del brazo de la membrana puede coordinar la acción ce las cuatro bom- 
bas de protones cuando Q está reducido. [Fuerte: PDB ID r4HEA, B. 


Baradaran et ai., Nature 494:443, 3013] 


ca hacia la ubiquinona de un ión hidruro del NADH y un 
protón de la matriz expresado por: 


NADH + H* + Q —— NAD” + QH, (19-1) 
y (2) la transferencia endergónica de cuatro protones 
desde la matriz al espacio intermembrana. En este pro- 
ceso se desplazan protones contra un gradiente de 
protones transmembrana. Por tanto, el Complejo I es 
una bomba de protones impulsada por la energía de la 
transferencia electrónica, y la reacción que cataliza es 
vectorial: mueve los protones en una dirección especí- 
fica desde una localización (la matriz, que se carga 
negativamente con la salida de los protones) a otra (el 
espacio intermembrana, que se carga positivamente). 
Para resaltar la naturaleza vectorial del proceso, la reac- 
ción global se expresa a menudo con subíndices que 
indican la localización de los protones: p para la cara 
positiva de la membrana interna (el espacio intermem- 
brana) y n para la cara negativa (la matriz): 


NADH + 5H} + Q—— NAD* + QH, + 4H; (19-2) 
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TABLA 19-4 Agentes que interfieren con la fosforilación oxidativa 


| Tipo de interferencia Compuesto’ Diana/modo de acción 
| Inhibición de la transferencia Cianuro - ; f | 
electrónica Monóxido de carbono inhibe la citocromo oxidasa 
| 
Antimicina A Bloquea la transferencia electrónica desde 
el citocromo b al citocromo c, 
Mixotiazol 
Rotenona Impide la transferencia electrónica desde 
Amital un centro Fe-$S a la ubiquinona 
Piericidina A | 
Inhibición de la ATP sintasa Aurovertina inhibe F, | 
Oligomicina . | 
Venturicidina inhibe $ y CF, 
DCCD Bloquea el flujo de protones a través de F, 
ı Desacoplamiento de la fosforilación FCCP | 4 l I 
y el trimsporte electrásico DNP Transportadores protónicos hidrofóbicos 
Valinomicina lonóforo del K* 
Proteína Forma poros conductores de protones en la | 


desacoplante 1 


Inhibición del intercambio ATP-ADP Atractilósido 


membrana interna de la mitocondrias del 
tejido adiposo marrón 


Inhibe la nucleótido de adenina translocasa | 


aDCCD, diciclohexiicarbodiimida; FCCP, cianuro-p-trifivorometoxifenilhidrazona; DNP 2,4-dinitrofenol. 


El amital (un barbiturato), la a RS? ATLAN. deshidrogenasa; es el único enzima del ciclo 


tal utilizado habitualmente como insecticida} y el anti- 
biótico piericidina A inhiben el flujo electrónico desde 
los centros Fe-S del Complejo I a la ubiquinona (Tabla 
19-4), con el consecuente bloqueo del proceso global de 
la fosforilación oxidativa. 

Tres de las siete subunidades proteicas integrales 
del brazo de la membrana están relacionadas con un 
cotransportador antiparalelo Na*-H* y se cree que son 
responsables del bombeo de tres protones; una cuarta 
subunidad en el brazo de la membrana, la más cercana 
al sitio de fijación de Q, es responsable probablemente 
del bombeo del cuarto protoón (Fig. 19-8). 

¿Cómo se acopla la reducción de la ubiquinona con 
el bombeo de protones? La reducción de Q tiene lugar 
lejos del brazo de la membrana de la proteína, donde se 
produce el bombeo de protones, por lo que el acopla- 
miento es claramente indirecto, Probablemente, la 
reducción de Q induce un cambio conformacional de 
largo alcance en el Complejo 1. La imagen de alta reso- 
lución del Complejo I a partir de estudios cristalográfi- 
cos sugiere un posible mecanismo de acoplamiento: 
una hélice larga que se encuentra a lo largo del brazo 
de la membrana puede transmitir cambios alostéricos a 
través de este brazo. Parece probable que los cuatro 
protones se bombeen de manera simultánea, por lo que 
la energía de una reacción fuertemente exergónica (la 
reducción de Q) se rompa en pequeños paquetes, una 
estrategia común empleadas por los organismos vivos. 


Complejo Il: Succinato a ubiquinona En el Capítulo 16 ya 
encontramos el Complejo II bajo un nombre diferente: 


del ácido cítrico ligado a membrana. El Complejo Il aco- 
pla la oxidación del succinato en un sitio con la reducción 
de la ubiguinona en otro sitio alejado del primero unos 
404. Aunque más pequeño y más sencillo que el Comple- 
jo I, el Complejo II contiene cinco grupos prostéticos de 
dos tipos y cuatro subunidades proteicas diferentes (Fig. 
19-9). Las subunidades C y D son proteínas integrales de 
membrana, cada una de ellas con tres hélices transmem- 
brana. Contienen un grupo hemo, hemo b, y un sitio de 
unión para Q que es el aceptor final de electrones en la 
reacción catalizada por el Complejo II. Las subunidades A 
y B se extienden hacia la matriz; contienen tres centros 
2Fe-25, FAD unido y un sitio de unión para el sustrato 
suceinato. Aunque la ruta global de transferencia de 
electrones es larga (desde el sitio de unión del succina- 
to al FAD, a continuación a través de los centros Fe-S 
hasta al sitio de unión de Q), ninguna de las distancias de 
transferencia electrónica individuales excede unos 11 Á, 
una distancia razonable para una transferencia electróni- 
ca rápida (Fig. 19-9). La transferencia de electrones a 
través del Complejo Il no va acompañada de bombeo de 
protones a través de la membrana interna, aunque el QH, 
producido por la oxidación del succinato será utilizado 
por el Complejo III para impulsar la transferencia protó- 
nica. Debido a que el Complejo II funciona en el ciclo del 
ácido cítrico, los factores que afectan su actividad (tales 
como la disponibilidad de Q oxidado) sirven, probable- 
mente, para coordinar dicho ciclo con la transferencia 
electrónica mitocondrial. 

El hemo b del Complejo II no se encuentra, apa- 

rentemente, en la ruta directa de transferencia 
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FIGURA 19-9 Estructura del Complejo HI (succinato deshidrogenasa). 
Este complejo (porcino) tiene dos subunidades transmembrana, C y D y 
las subunidades A y B se extienden hacia la matriz. Inmediatamente 
detrás del FAD de la subunidad A se encuentra el sitio de unión del suc- 
cinato. La subunidad B tiene trescentros Fe-S; la ubiguinona está unida a 
la subunidad B y el hemo b está entremedio de las subunidades C y D. 
Dos moléculas de fosfatidiletanolamina están unidas de manera tan 
fuerte a la subunidad D que se observan en la estructura eristalina. Los 
electrones se desplazan (flechas azules) desde el uta P 
seguidamente a través de los tres centros Fe-S a la ubiqu Q) m 
b no se encuentra en la ruta principal de transferencia de ios electrones 
pero protege contra la formación de especies de oxigeno reactivas (ROS) 
por electrones que se desvían en el camino. [Fuente: PDB 1D 1Z0Y, F. 
Sun et al., Cell, 121:1043, 2005. ] 


electrónica; en su lugar podría servir para reducir la 
frecuencia con la que los electrones “se pierden” fuera 
del sistema, desplazándose del succinato al oxígeno 
molecular para producir las especies reactivas de 
oxígeno (BOS) peróxido de hidrógeno (H,0,) y el 
radical superóxido (0,7) descritas más adelante. 
Algunos individuos con mutaciones puntuales en subu- 
nidades del Complejo II próximas al hemo b o al sitio de 
unión de quinona sufren paraganglioma hereditario 
caracterizado por tumores benignos de la cabeza y cue- 
llo, normalmente en el cuerpo carotídeo, un órgano que 
mide los niveles de O, en la sangre. Estas mutaciones 
conducen a una mayor producción de ROS y quizás una 
mayor lesión tisular durante la oxidación del succinato. 
Las mutaciones que afectan la región de unión del suc- 
cinato en el Complejo I pueden conducir a cambios 
degenerativos en el sistema nervioso central mientras 
que algunas mutaciones están asociadas con tumores de 
la corteza suprarrenal. 5 


Complejo Ili: Ubiquinona a citocromo c Los electrones de 
la ubiguinona reducida (ubiquinol, QH,) pasan a través 
de otros dos complejos proteicos más grandes de la 
membrana mitocondrial interna antes de alcanzar el 
último aceptor electrónico, O,. El Complejo IIE, (tam- 
bién llamado complejo citocromo bc, o ubiquinona:- 


Proteína ferro-sulfturada 
de Rieske 


FIGURA 19-10 Estructura del Complejo III (complejo del citocromo 
bc). El complejo (bovino) es un dimero de monómeros idénticos, cada 
uno constituido por 11 subunidades diferentes. El núcleo funcional de 
cada monómero consta de tres subunidades: el citocromo b (en verde) 
con sus dos hemos (b,, y b,); la proteína ferro-sulfurada de Rieske (púr- 
pura) con sus centros 2Fe-25 y el citocromo c, (en azul) con su hemo. 
En esta ilustración esquemática se muestra como el citocrorno a y la 
oteína ferro-sulfurada de Rieske se proyectan desde la superficie p, y 
TEOR con el citocromo c del espacio intermembrana 
parte cel complejo funcional). El complejo presenta 
dos sitios de unión diferenciados para la ubiquinona, Q, y Q, que son 
los sitios de inhibición por dos fármacos que bloquean la fosforilación 
oxidativa. La antimicina A, que bloquea el flujo de electrones desde el 
citocromo b al citocromo c, especificamente desde el hemo b, a Q, se 
une a Q,, cercano al hemo b, en el lado n (matriz) de la membrana. El 
mixotiazo!l, que impide el flujo de electrones desde QH, a la proteína 
ferro-sulfurada de Rieske, se une en Q, cercano al centro 2Fe-25 y al 
hemo b, del lado p. La estructura dimérica es esencial para la función del 
Complejo iil. La interfase entre monómeros forma dos cavernas, cada una 
con un sitio Q, de un monómero y un sitio Q, del otro. Los intermedios 
de la ubiquinona se mueven en el interior de estas cavernas protegidas, 

El Complejo Ill cristaliza en dos conformaciones distintas (no mos- 
tradas). En una, el centro Fe-S de Rieske está cercano a su aceptor elec- 
trónico, el hemo del citocromo c, pero a relativa distancia del citocromo 
b y del sitio de unión de QH, en el que el centro Fe-S de Rieske recibe 
electrones. En la otra conformación, el centro Fe-S se ha desplazado del 
citocromo c, hacia el citocromo b, Se piensa que la proteína de Rieske 
oscila entre estas dos conformaciones al ser primero reducida y a conti- 
nuación oxidada. [Fuente: POB ID 1BGY, S. Iwata et al, Science 281:64, 
1998.] 


citocromo c oxidorreductasa), acopla la transferen- 
cia de electrones desde el ubiquinol (QH,) al citocromo 
c con el transporte vectorial de protones de la matriz al 
espacio intermembrana. La unidad funcional del Com- 
plejo IH (Fig. 19-10) es un dímero. Cada monómero 
conta de tres proteínas importantes para la acción del 
complejo: citocromo b, citocromo c, y la proteína 
ferro-sulfurada de Rieske. (Otras proteínas asociadas 
con el Complejo II en vertehrados no se han conserva- 
do a lo largo de los fila y, presumiblemente, juegan 
papeles secundarios). Los ds monómeros del citocromo 


Citocromo b 


QH- + Q + citctoxidado) ——> 
Q + *07+2HfÍ + cit c(reducido) 
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(b) Etapa 2 aarm, 


Á b. A 


dia 


TDS IATA" a 
FED Y A 


QH2+*Q +2HÉ + citc(oxidado) —— 
Q + 2H} + QH; + cit c (reducido) 


Ecuación neta:QH, + 2 cit c (oxidado) + 2HÑ 


FIGURA 19-11 El ciclo Q, mostrado en dos etapas. La ruta de los 
electrones a través del Complejo II} se muestra con flechas azules. El 
movimiento de varias formas de la ubiquinona se muestra con flechas 
negras. (a) En el primer paso, Q en el lado n, se reduce a radical semi- 
quinona que vuelve a su posición anterior para aceptar otro electrón. (b) 
En el segundo paso, el radical semiquinona se convierte en QH, Mien- 
tras tanto, en el lado p de la membrana, se oxidan dos moléculas de QH, 


b rodean una caverna en el centro de la membrana, en 
la que la ubiquinona tiene libertad para moverse desde 
el lado de la matriz de la membrana (sitio Q, en un 
monómero) al espacio intermembrana (sitio Q, del otro 
monómero) a medida que lanza electrones y protones a 
través de la membrana mitocondrial interna. 

Para explicar el papel de Q en la conservación de 
energía, Mitchell propuso el “ciclo Q” (Fig. 19-11). A 
medida que los electrones se desplazan desde QH, a 
través del Complejo II, QH, se oxida con liberación de 
protones en un lado de la membrana (en (),), mientras 
que en el otro sitio (Q,), Q se reduce y se captan proto- 
nes. El producto de un sitio catalítico se convierte así en 
el sustrato del segundo sitio, y viceversa. La ecuación 
neta de las reacciones redox del ciclo Q es 


QH, + 2 cyt c, (oxidado) + 2H;, —— 

Q + 2 cyt c, (reducido) + 4H; (19-3) 
El ciclo Q adapta el cambio entre el transportador de 
dos electrones ubiquinol (la forma reducida de la ubi- 
quinona) y los transportadores de un electrón, los 
hemos b, y b, del citocromo b y los citocromos c, y c, y 
resulta en la captación de dos protones en el lado n y la 
liberación de cuatro protones en el lado p por cada par 
de electrones que pasan del Complejo III al citocromo c. 
Dos de los protones liberados en el lado p son electro- 
génicos; los otros dos son electroneutros, equilibrados 
por las dos cargas (electrones) pasadas al citocromo c 
en el lado p. Aunque la vía de los electrones a través de 
este segmento de la cadena respiratoria es complicada, 
el efecto neto de la transferencia es simple: QH, se 


— Q+2citc(reducido) + 4H? 


Fe-S de Rieske) al citocromo c, y un electrón (vía citocromo b) a una 
molécula de Q cerca del lado n, reduciéndolo en dos pasos a QH,. Esta 
reducción también utiliza dos protones por Q, tomados de la matriz 
(lado n). El cit c, reducido pasa electrones de uno en uno al cit c, que se 
disocia y transporta electrones al Complejo 1Y. En cada ciclo, una reduc- 
ción de Q en el sitio Q, está acoplada con dos oxidaciones de QH, en el 
sitio Q, mediante el consumo de dos protones de la matriz y la liberación 
de cuatro protons al espacio intermembrana. 


oxida a Q al tiempo que se reducen dos moléculas de 
citocromo c y se desplazan dos protones del lado p al 
lado n de la membrana mitocondrial interna. 

El citocromo c es una proteína soluble del espacio 
intermembrana, que se asocia reversiblemente con el 
lado p de la membrana interna. Después de que su 
único hemo acepte un electrón del Complejo HI, el cito- 
cromo c se desplaza en el espacio intermembrana hacia 
el Complejo IV para ceder el electrón a un centro de 
cobre binuclear. 


Complejo IV: Citocromo c a 0, En el último paso de la 
cadena respiratoria, el Complejo IV, también llamado. 
citocromo oxidasa, transporta electrones desde el 
citocromo c al oxígeno molecular, reduciéndolo a H,O. 
El Complejo IV es un enzima dimérico muy grande 
(cada monómero tiene 13 subunidades y una M_ de 
204.000) de la membrana mitocondrial interna. Las bac- 
terias contienen una forma mucho más sencilla con sólo 
3 0 4 subunidades por monómero, pero que sigue siendo 
capaz de catalizar tanto la transferencia de electrones 
como el bombeo de protones. La comparación de los 
complejos mitocondrial y bacteriano sugiere que estas 3 
subunidades se han conservado durante la evolución; en 
organismos multicelulares, las otras 10 subunidades 
pueden contribuir a ls formación o estabilidad del Com- 
plejo IV (Fig. 19-12). 

La subunidad II del Complejo IV contiene dos iones 
Cu que forman complejo con los grupos -SH de dos 
residuos Cys en un centro binuclear (Cu,; Fig. 19-12b) 
que se parece a los centros 2Fe-25 de las proteínas 
ferro-sulfuradas. La subunidad I contiene dos grupos 
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FIGURA 19-12 Estructura de la citocromo oxidasa (Complejo IV). (a) 
Este complejo (bovino) tiene 13 subunidades en cada monómero idén- 
tico de su estructura dimérica., pero aquí sólo se muestran cuatro protei- 
nas núcleo. La subunidad | (en amarillo) tiene dos grupos hemo, a y a, 
cerca de un único ión cobre, Cu, (no visible). El hemo a, y Cu, forman un 
centro Fe-Cu binuciear. La subunidad || (púrpura) contiene dos iones Cu 


formando complejo con los grupos -SH de dos residuos 
tro binuciear, Cu, que se parece a los centros 2fe-25 d 
ferro-sulfuradas. Este centro binuclear y el sitio de unión del citocromo c 
se localizan en un dominio de la subunidad ll que sobresale desde el 
lado re de la membrana interna (hacia el espacio intermembrara). La 
subunidad $H (en azul claro) es esencial para el movimiento rápido de 
protones a través de la subunidad tl. El papel de ias otras 10 subunidades 
del Complejo ¡Y de mamiferos (en verde) no se conoce aún aunque 
algunas funcionan en la formación o estabilización del complejo. (b) El 
centro binuclear de Cu,. Los iones Cu (esferas azules) comparten elec- 
trones de forma equitativa. Cuando el centro está reducido los iones tie- 
nen las cargas formales Cu*Cu”; en la forma oxidada, Cu'**Cu'**. Seis 
residuos aminoácidos son ligandos alrededor de los jones Cu: , Glu, Met 
dos His y dos Cys. [Fuente: PDB ID 10CC, T. Tsukihara et al., Science, 
272:1136, 1996.] 


hemo, designados a y a,, y otro ión cobre (Cu,). El 
hemo a, y el Cu, forman un segundo centro binuclear 
que acepta los electrones del hemo a y los transfiere al 
O, unido al hemo a,. El papel detallado de la subunidad 
IM no está claro, pero su presencia es esencial para el 
funcionamiento del Complejo HI. 

La transferencia de electrones a través del comple- 
jo IV va del citocromo e al centro Cu, al hemo a, al 
centro hemo a,-Cu,, y finalmente al O, (Fig. 19-13). 
Por cada cuatro electrones que pasan a través del com- 
plejo, el enzima consume dos H* “sustrato” de la matriz 
(lado n) convirtiendo el %0, en H,O. También utiliza la 
energía de esta reacción redox para bombear dos proto- 
nes hacia el espacio intermembrana (lado p) por cada 
par de electrones que pasan, añadiéndose al potencial 
electroquímico producido por el transporte de protones 
impulsado por el potencial redox a través del los Com- 


(sustrato) 


2H" H20 
(bombeados) 


FIGURA 19-13 Paso de los electrones a través del Complejo IV. Por 
razones de simplicidad solo se muestra un monómero del Complejo !V 
dimérico bovino. Las subunidades |, 1l y Ili son tres proteínas esenciales 
en el flujo electrónico. La estructura verde mayor incluye las 10 proteinas 
restantes de cada monómero del complejo dimérico. La transferencia 
lectrónica a través del Comptejo 1Y comienza con el citocromo c (parte 

rior ulas de citocromo c reducidas donan un electrón 
Pre KON uclear Cu,. A partir de aquí los electrones pasan a 
avés del hemo a al centro Fe-Cu (citocromo a, y Cuy). El oxígeno se 
une ahora al hemo a, y se reduce a su forma peroxi (0,?; no mostrada 
aquí) gracias a dos electrones del centro Fe-Cu, La aportación de dos 
electrones adicionales del citocromo c (arríba,) por un total cuatro elec- 
trones convierte el O,* en dos moléculas de agua, consumiendo cuatro 
protones “sustrato” de la matriz. Simultáneamente, se bambean dos 
protones desde la matriz por cada par de electrones que pasan a través 
del Complejo IVY, por un mecanismo todavía desconocido. Obsérvese 
que la reducción de O, a 2H,0 requiere cuatro electrones, o dos pares 
de electrones. 


plejos I y II. La reacción global catalizada por el com- 
plejo IV es: 


2 cyt c (reducido) + 4H;, + 40, —— 

2 cyt c (oxidado) + 2H; + H,O (19-4) 
Esta reducción de 40, por dos electrones requiere la 
oxidación de QH,, la cual, a su vez, requiere la oxida- 
ción de NADH a succinato. En el Complejo IV, el O, se 
reduce en centros redox que transportan solo un elec- 
trón a la vez. Normalmente los intermediarios oxigena- 
dos incompletamente reducidos permanecen fuerte- 
mente unidos al complejo hasta que se han convertido 
completamente en agua, si bien se escapa una pequeña 
fracción de intermediarios del oxígeno. Estos interme- 
diarios son especies de oxígeno reactivo que pueden 
dañar los componentes celulares a menos que se elimi- 
nen por medio de mecanismos de defensa descritos 
más adelante. 


Los complejos mitocondriales se pueden asociar 
formando respirasomas 


Aunque los cuatro complejos transferidores de electro- 
nes pueden separarse en el laboratorio, en la mitocon- 
dria intacta, los complejos respiratorios se asocian 
fuertemente entre sí en la membrana interna formando 
respirasomas, combinaciones funcionales de dos o 
más complejos diferentes de transferencia electrónica. 
Por ejemplo, cuando se extrae suavemente el Complejo 
111 de las membranas mitocondriales, se encuentra aso- 
ciado con el Complejo 1 y permanece asociado durante 
la electroforesis suave. También pueden aislarse grega- 
dos purificados de los Complejos II y IV y cuando se 
observan utilizando la potente técnica de ls croipmi- 
cropscopia electrónica, aparecen como supercomplejos 
del tamaño y contorno adecuados para acomodar las 
estructuras cristalinas conocidas de ambos (Fig. 
19-14). La cinética del flujo electrónico a través de la 
serie de complejos respiratorios sería muy diferente en 
los dos casos extremos de asociación muy fuerte y de no 
asociación entre ellos: (1) si los complejos estuviesen 
fuertemente unidos, las transferencias electrónicas ten- 
drían lugar esencialmente a través de un estado sólido, 
y (2) si los complejos funcionasen separadamente, los 
electrones serían transportados entre ellos por la ubi- 
quinona y el citocromo e. Las pruebas cinéticas apoyan 
la transferencia a través de un estado sólido y, por con- 
siguiente, el modelo del respirasoma. 


(a) 


FIGURA 19-14 Un respirasoma compuesto por los Complejos fli y IV. 
(a) Supercomplejos purificados que contienen los Complejos (Il y IV (de 
ievadura) visualizados mediante microscopia electrónica después de una 
cpongelación rápida. 5e promediaron las densidades electrónicas de 
centenares de imágenes para obtener esta vista compuesta (véase el 
Recuadro 19-1). (b) Las estructuras por rayos X de un Complejo til (rajo; 
de levadura) y dos Complejos IVY (verde; de corazón bovino) pudieron 
ajustarse al mapa de densidad electrónica sugiriendo una manera posi- 
ble de interacción de estos complejos en un respirasoma. Esta vista se 
encuentra en el plano de la bicapa (amarilloFuente: Cortesía de Egbert 
Boekema.] 


MO 
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La cardiolipina, el lípido que es especialmente 
abundante en la membrana mitocondrial interna (véan- 
se las Figs. 10-8 y 11-2) puede ser de importancia críti- 
ca para la integridad de los respirasomas; su eliminación 
con detergentes o su ausencia en ciertos mutantes de 
levaduras da lugar a una transferencia de electrones 
mitocondrial defectuosa y a una pérdida de afinidad 
entre los complejos respiratorios. Algunas de las proteí- 
nas “auxiliares” de los complejos, sin un papel claro en 
la transferencia de electrones, pueden servir para man- 
tener unidos los respirasomas. 


Otras rutas ceden electrones a la cadena respiratoria 
a través de la ubiguinona 


Otras reacciones de transferencia de electrones pueden 
reducir la ubiquinona de la membrana mitocondrial inter- 
na (Fig. 19-15). En el primer paso de la 2oxidación de 
los acil-CoA grasos, catalizada por la flavoproteína acil- 
CoA deshidrogenasa (véase la Fig. 17-8), los electro- 
nes pasan desde el sustrato al FAD de la deshidrogenasa 
y, a continuación, a la flavoproteína transferidora de 
electrones (ETF). La ETF pasa sus electrones a la ETF: 
ubiquinona oxidorreductasa, la cual reduce Q de la 
membrana mitocondrial interna a QH,. El glicerol 3-fosfa- 
to, formado ya sea por degradación de triacilgliceroles o 
por reducción de la dihidroxiacetona fosfato de la glucó- 
lisis, es oxidado por la glicerol 3-fosfato deshidroge- 
nasa (véase la Fig. 17-4), una flavoproteína localizada en 
la parte exterior de la membrana mitocondrial interna. El 


Dihidroorotato 


deshidrogenasa . 

io Glicero! Glicerol 
Espaci 3-fosfato 3-fosfato 
intermembrana (citosólico) 


deshidrogenasa 


Fumarato ETF 


Acil-CoA 


Succinato 


Enoil-CoA 


FIGURA 19-15 Rutas de transferencia electrónica a la ubiquinona en 
la cadena respiratoria. Los electrones del NADH de ta matriz pasan a 
través del FMN de una flavoproteína (NADH deshidrogenasa) a una 
serie de centros Fe-S (en el Complejo !) y, seguidamente, a Q. Los elec- 
trones de la oxidación del succinato en el ciclo del ácido cítrico pasan a 
través de una flavoproteína, con varios centros Fe-5 (Complejo ID) en su 
camino hacia Q. La acil-CoA deshidrogenasa, primer enzima de la 9-oxi- 
daxción de los ácidos grasos, transfiere electrones a la flavoproteína 
transferidora de electrones (ETF), desde la que pasan a Q vía la ETF-ubi- 
quinona oxidorreductasa. El dihidroorotato, un intermediario en la ruta 
de síntesis de nucleótidos pirimidínicos (véase la Fig. 22-38), dona dos 
electrones a Q a través de una flavoproteína (dihidroorotato deshidroge- 
nasa). Y el glicerol 3-fosfato, un intermediario de la glucólisis en el cito- 
sol, cede electrones a una flavoproteína (glicerol 3-fostato deshidroge- 
nasa) en la cara exterior de la membrana mitocondrial interna, desde la 
que pasan a Q. 
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RECUADRO 19-1 
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METODOS Determinación de estructuras tridimensionales 
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Para nuestra comprensión de un proceso muy com- 
plejo tal como la fosforilación oxidativa mitocondrial 
es de gran ayuda el conocimiento de las estructuras 
moleculares detalladas de las proteínas que partici- 
pan en el proceso. No obstante, a veces es difícil 
determinar la estructura molecular de grandes com- 
plejos macromoleculares tales como los complejos de 
la cadena respiratoria o la ATP sintasa. Las proteínas 
integrales de membrana a menudo se resisten a la 
cristalización una vez se han extraido de su entorno 
lipídico, de modo que sus estructuras no pueden 
resolverse mediante difracción de rayos x. En princi- 


pio, objetos discretos del orden de 100 a 300 Å de 


diámetro pueden visualizarse mediante microscopia 
electrónica (ME). En la práctica, la elevada intensi- 
dad del haz de ME a menudo daña el objeto antes de 
que pueda obtenerse una imagen de alta resolución. 
En la criomicrosopia electrónica, una muestra 
que contiene muchas copias individuales de la estruc- 
tura de interés se congelan rápidamente y se mantie- 
nen congeladas mientras se observan en dos dimen- 
siones con el microsopio electrónico, lo que reduce 
grandemente el daño de la muestra por el haz de 
electrones. El desarrollo del detector directo de elec- 
trones, con mayor sensibilidad y menos o, fue 
también una mejora clave, lo que permitió 
nes más cortas de la muestra al haz de electornes. 
Partículas tales como los complejos mitocondria- 
les purificados, dispuestos al azar en la rejilla del 
microscopio se visualizan con el criomicroscopio elec- 
trónico. Cuando se combina la crio-ME con poderosos 
algoritmos para transformar las estructuras bidimen- 
sionales de decenas de miles de complejos individua- 
les orientados al azar en un compuesto tridimensional, 
es, a veces, posible la determinación de la estructura 


(a) 


FIGURA 1 Estructura de la proteína chaperona GroEL tal como se 
determina por crio-ME de una sola partícula. (a) Imágenes ME de 
muchas partículas individuales de GroEL. (b) Vistas lateral y superior 
de la estructura tridimensional proveniente del análisis de las imáge- 
nes de ME. [Fuentes: (a) O Alberto Bartesaghi, PhD. (b) PDB ID 
3E76, P. D. Kaiser et al., Acta Crystallogr. 65:967, 2009]. 


molecular a un nivel comparable al obtenido por la 
cristalografía de rayos x (Fig. 1). En casos favorables, 


aceptor electrónico en esta reacción es Q; el QH, produ- 
cido entra en el fondo de QH, de la membrana. El impor- 
tante papel de la glicerol 3-fosfato deshidrogenasa en 
lanzar equivalentes de reducción desde el NADH citosó- 
lico a la matriz mitocondrial se describe en la Sección 
19.2 (véase la Fig. 19-32), La dihidroorotato deshidro- 
genasa, que actúa en la síntesis de pirimidinas (véase la 
Fig. 22-38), tamhién se encuentra en el exterior de la 
membrana mitocondrial interna y cede electrones a Q en 
la cadena respiratoria. El QH, reducido pasa sus electro- 
nes a través del Complejo II y, finalmente, al O,. 


La energía de la transferencia de electrones se conserva 
eficientemente en un gradiente de protones 

La transferencia de dos electrones desde el NADH a 
través de la cadena respiratoria al oxígeno molecular se 
puede escribir: 


NADH + H* + 0, —— NAD* + H,O (19-5) 


Esta reacción neta es muy exergónica. Para el par 
redox NAD*/NADH, E” es -0,320 V, mientras que para el 
par 0,/H,0, E” es 0,816 V. El AE” de esta reacción es, 
por tanto, 1,14 V siendo la variación de energía libre 
estándar (véase la Ec. 13-7; p. 521) 


AG" —nF AE” 
—2 (96,5 kJ/V-moD (1,14 V) 


= —220 kJ/mol (de NADH) 


(19-6) 


Esta variación de energía libre estándar se basa en la 
suposición de que las concentraciones de NADH y NAD* 
son iguales (1 m). En las mitocondrias que respiran 
activamente, la acción de muchas deshidrogenasas 
mantiene el cociente [NADHY[ NAD*] real muy por enci- 
ma de la unidad, por lo que la variación real en la ener- 
gía libre mostrado en la Ecuación 19-5 es sustancial- 
mente mayor (más negativo) que -220 kJ/mol. Un cál- 
culo similar para la oxidación del succinato muestra que 
la transferencia de electrones desde el succinato (E” 
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se pueden automatizar los aspectos repetitivos, tales 
como la elección de los objetos a incluir en el análisis, 
la obtención de la imagen individual de cada objeto y 
cálculos que dan lugar a una estructura tridimensional 
a partir del gran número de imágenes bidimensionales. 
Si se conocen las estructuras de los componentes pro- 
teicos individuales de un gran complejo por cristalo- 


grafía de rayos x (véase la Fig. 19-25), se pueden 
encajar los modelos atómicos en los contornos del 
complejo para confirmar la estructura obtenida por 
crio-ME (Fig. 2). El EMDataBank (emdatabank.org) 
es una fuente unificada para acceder a los mapas de 
estructura ME depositados en bancos de datos y a los 
que se les asignan códigos de acceso EMD. 


FIGURA 2 (a) Estructura tridimensional! de la ATP sintasa bovina obtenida por crio-ME de una sola partícula. Este método proporcionó más 
información de la estructura de las subunidades a y b en la porción del complejo incrustada en la membrana que la que era disponible por crista- 
lografía de rayos x. La estructura de la parte inferior izquierda incluye la subunidad a y uma extensión de la b, al igual que varias proteínas peque- 
ñas asociadas con la estructura F, pero que no es visible en las estructuras cristalográficas. (b) Un modelo atómico consistente con las estructu- 
ras cristalinas de rayos x puede encajarse con el contorno deducido por crio-ME lo que properciona una imagen muy mejorada del conjunto de la 
estructura de la ATP sintasa. [Fuentes: (a) EMD-3164 y (b) PDB IS SARA, A. Zhou et al., ef ife 4:e10180, 2015.1 


para el fumarato/succinato = 0,031 V) al O, tiene una 
variación de energía libre estándar menor, aunque aún 
negativa, de unos -150 kJ/mol. 

Gran parte de esta energía se usa para bombear 
protones fuera de la matriz. Por cada par de electrones 
transferidos al O, se bombean afuera cuatro protones 
por el Complejo I, cuatro por el Complejo MI y dos por 
el Complejo IV (Fig. 19-16). Por lo tanto, la ecuación 
vectorial del proceso es 


NADH + 11H? + 40, — 


NAD* + 10H; + H,O (19-7) 
La energía electroquímica inherente en esta diferencia 
de concentración de protones y en la separación de 
cargas, representa una conservación temporal de gran 
parte de la energía de la transferencia electrónica. La 
energía almacenada en este tipo de gradiente, denomi- 
nada fuerza protón-motriz, tiene dos componentes: 
(1D) la energía química potencial debida a la diferen- 


cia en concentración de una especie química (H*) entre 
las dos regiones separadas por la membrana, y (2) la 
energía eléctrica potencial que se origina con la sepa- 
ración de cargas cuando un protón cruza la membrana 
sin un contraión (Fig. 19-17). 

Tal como se mostró en el Capítulo 11, la variación 
en energía libre para la generación de un gradiente elec- 
troquímico por una bomba iónica es 

AG = RTIn(C4C1) + ZF Ay (19-8) 
donde C, y C, son las concentraciones de un ión en dos 
regiones siendo C, > C,; Z es el valor absoluto de su 
carga eléctrica (1 para un protón) y Ay es la diferencia 
en potencial eléctrico transmembrana, medido en vol- 
tios. 

Para protones, 


In (Cy/C,) = 2,3(l0g[H*]p — log[H*]y) 
= 2,3(pHn — pHp) = 2.3 ApH 
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FIGURA 19-16 Resumen del flujo de electrones y protones a través - 


de los cuatro complejos de la cadena respiratoria. Los electrones ¡llegan 
a Q vía Complejos | y |l (así como a través de otras vías mostradas en la 
Fig. 19-15). Q reducido (QH,) actúa de transportador móvil de electrones 
y protones. Pasa electrones al Complejo Hl, el cual los pasa a otro esla- 
bón de conexión móvil, el citocromo c. A continuación el Complejo IV 
transfiere electrones desde e! citocromo c reducido al O,. El flujo electró- 
nico a través de los Complejos |, IH y (Y va acompañado del flujo de pro- 
tones desde la matriz al espacio intermembrana. En el corazón bovino 


y la Ecuación 19-8 se reduce a 


AG = 2.3RT ApH + Fáy (iS: 


En las mitocondrias que respiran activamente, la AY 
medida es de 0,15 a 0,20 V y el pH de la matriz es unas 0,75 
unidades más alcalino que el del espacio intermembrana. 


EJEMPLO PRÁCTICO 19-1 Energética de la transferencia 
electrónica 


Calcule la cantidad de energía conservada en el gradien- 
te de protones a través de la membrana mitocondrial 
interna por par de electrones transferidos a través de la 


lado r 
[H*] =C H* H? H? Kt H? H? Ht 


lado n 


[HI =G OH- OHT OHT OHT OH” OH” OHT 


AG = RT In (C3/C,) + ZFAW 
= 2,3RT ApH + FAY 


FIGURA 19-17 Fuerza protón-motriz. La membrana mitocondrial 
interna separa dos compartimientos de diferente [H”], produciendo dite- 
rencias en la concentración química (ApH) y en la distribución de carga 
(A') a través de la membrana. El efecto neto es la fuerza protón-motriz 
(AG) que se puede calcular en la forma indicada aquí. Todo ello se 
explica de manera más detallada en el texto. 


aA 


CA A 


ANS TEKE O 


Fumarato 


las proporciones aproximadas de los Complejos il:HtiY son 
11:1,3:3,0:6,7. Las líneas a trazos indican la difusión de Q en el plano de 
la membrana interna y del citocromo c a través del espacio intermem- 
brana. [Fuentes: Complejo I, PDB 1D 4HEA, A, R. Baradaran et al, 
Nature 494:443, 2013. Complejo tl: PDB ID 1Z0Y, F. Sun et al, Cell 
1211043, 2005, Complejo lil: PDB ID 18GY, S. Iwata et al., Science, 
281:64, 1998. Citocromo c. PDB 1D HRC, G. VW. Bushnell et al., £ Mol. 
Biol. 214:585, 1990. Complejo IV: PDB 1D 10CC, T. Tsukihara et al. 
Science, 272:1136, 1996.) 


cadena respiratoria desde el NADH al oxígeno. Suponga 
4 as oe es 50, 15 V y la diferencia de pH es 0,75 unidades 
atura corporal de 37°C. 


rr La Ecuación 19-9 da la variación de energía 
libre estándar cuando se transporta un mol de protones 
a través de la membrana interna. Sustituyendo los valo- 
res de las constantes R y F, 310 K para T y los valores 
medidos para ApH (0,75 unidades) y Ay (0,15 Y) en 
esta ecuación da AG = 19 kJ/mol (de protones). Debido 
a que la transferencia de dos electrones desde el NADH 
hasta el O, va acompañada del bombeo hacia afuera de 
10 protones (Ec. 19-7), se conservan en el gradiente 
protónico unos 190 kJ (de los 220 kJ liberados en la 
oxidación de 1 mol de NADH). 


Cuando los protones fluyen espontáneamente a 
favor de su gradiente electroquímico, hay energía dis- 
ponible para producir trabajo. En mitocondrias, cloro- 
plastos y bacterias aeróbicas la energía electroquímica 
en el gradiente protónico impulsa la síntesis de ATP a 
partir de ADP y P, En la Sección 19.2 volveremos a la 
energética y estequiometría de la síntesis de ATP impul- 
sada por el potencial electroquímico del gradiente pro- 
tónico. 


Durante la fosforilación oxidativa se producen especies 
de oxígeno reactivas 


Diversos pasos en la ruta de reducción del oxígeno en la 
mitocondria tienen el potencial para producir radicales 
libres muy reactivos que pueden dañar las células. En el 
paso de electrones desde QH, al Complejo MI y en el 
paso de electrones desde los Complejos I y I a QH,, 
interviene el radical ‘Q como intermedio. El "Q puede, 


con una probabilidad baja, pasar un electrón al O, en la 
reacción 


Oz + e == "03 


El radical superóxido libre así generado es muy reacti- 
vo; su formación también conduce a la producción del 
radical hidroxilo libre, “OH, aún más reactivo (Fig. 
19-18). 

Las especies de oxígeno reactivas pueden causar 
estragos reaccionando con enzimas, lípidos de membra- 
na y ácidos nucleicos dañándolos, En mitocondrias que 
respiran activamente desde un 0,1 que reducen la 
velocidad del flujo de electrones a través de la cadena 
respiratoria aumentan la formación de superóxido, qui- 
zás porque prolongan el tiempo de vida del *O,” genera- 
do en el ciclo Q. La formación de ROS está favorecida 
cuando se dan dos circunstancias: (1) las mitocondrias 
no están sintetizando ATP (por falta de ADP Oy 0,) y, 
por tanto, tienen una elevada fuerza protón-motriz y 
una razón QH,/Q alta y (2) hay una razón NADH/NAD* 
elevada en la matriz. En estas situaciones la mitocon- 
dria está bajo estrés oxidativo (hay más electrones dis- 
pomibles para entrar en la cadena respiratoria de los que 
pueden pasar inmediatamente al oxígeno). Cuando el 
suminstro de dadores electrónicos (NADH) se corres- 
ponde con el de aceptores electrónicos, hay menos 
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FIGURA 19-18 Formación de ROS en mitocondrias y defensas mito- 
condriales. Cuando la velocidad de entrada de electrones en la cadena 
respiratoria y la velocidad de transferencia de electranes a través de la 
cadena no está ajustadas aumenta la formación de radical superóxido 
CO.) en los Complejos | y ili, a medida que el radical ubiquinona parcial- 
mente reducido CQ} cede un electrón al QO, El superóxido actúa sobre 
la aconitasa, una proteína 4Fe-45 (no mostrada), liberando Fe? En pre- 
sencia de Fe”, la reacción de Fenton conduce a la formación del radical 
hidroxilo libre (OH) muy reactivo. Las reacciones mostradas en azul 
defienden la célula frente a los efectos lesivos det superóxido. El gluta- 
tión reducido (GSH; véase la Fig. 22-29) cede electrones para la reduc- 
ción del H,O, y de residuos Cys oxidados (-5-5-) en enzimas y otras 
proteínas y el GSH se regenera a partir de la farma oxidada (GS5G) por 
reducción con NADPH. 
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estrés oxidativo, y se reduce mucho la producción de 
ROS. Aunque la producción en exceso de ROS es clara- 
mente perjudicial, concentraciones bajas de ROS pue- 
den ser utilizadas por la célula como señal que refleja un 
suministro insuficiente de oxígeno (hipoxia) para poner 
en marcha ajustes metabólicos (véase la Fig. 19-34) 

Para impedir el daño oxidativo por *O,”, las células 
tienen el enzima superóxido dismutasa, que cataliza 
la reacción 


2 "Oz + 2H* ——> H203 + Os 


El peróxido de hidrógeno (H,0,) así generado se vuelve 
inocuo por acción de la glutatión peroxidasa (Fig. 
19-18). La glutatión reductasa recicla el glutatión oxida- 
do a su forma reducida, utilizando electrones del NADPH 
formado por la nicotinamida nucleótido transhidrogenasa 
(en la mitocondria) o por la vía de las pentosas fosfato 
(en el citosol; véase la Fig. 14-21). El glutatión reducido 
también sirve para mantener los grupos sulfhidrilo de la 
proteína en su estado reducido, impidiendo algunos de 
los efectos deletéreos del estrés oxidativo. 


Las mitocondrias de plantas tienen mecanismos 
alternativos para oxidar el NADH 


Las mitocondrias de plantas proporcionan ATP a la 
célula durante periodos de poca iluminación o en la 
oscuridad, mediante mecanismos completamente aná- 
logos a los utilizados por los organismos no fotosintéti- 
cos. En presencia de luz, la fuente principal de NADH 


proceso denominado fotorrespiración se con- 
vierte en serina (véase la Fig. 20-48): 


Cite 
6 0 2 OTRO] ial es una reacción en la que la glicina genera- 
PA 


2 glicina + NAD* ——> 
serina + CO» + NH, + NADH + H? 


Debido a las razones que se discuten en el Capítulo 20, 
las plantas han de realizar esta reacción incluso cuando 
no necesitan NADH para producir ATP. Para regenerar 
NAD" a partir del NADH que no se necesita, las mito- 
condrias de plantas (y de algunos hongos y protistas) 
transfieren electrones directamente del NADH a la ubi- 
quinona, y de la ubiquinona directamente al O,, sin 
pasar por los Complejos III y IV y sus bombas protóni- 
cas. En este proceso se disipa en forma de calor la ener- 
gía que contenía el NADH, lo cual en algunos casos es 
útil para la planta (Recuadro 19-2). La oxidación del 
NADH resistente al cianuro es, por lo tanto, la carac- 
terística principal de esta vía de transferencia electróni- 
ca única en plantas; a diferencia de la citocromo oxidasa 
(Complejo IV), la QH, oxidasa alternativa no es inhibida 
por el cianuro. 


RESUMEN 19.1 La cadena respiratoria mitocondrial 


E La teoría quimiosmótica proporciona el marco inte- 
lectual para comprender muchas transducciones bioló- 
gicas de energía entre ellas la fosforilación oxidativa y la 
fotofosforilación. La energía del flujo de electrones se 
conserva mediante el bombeo concomitante de proto- 
nes a través de la membrana, lo que produce un gra- 
diente electroquímico, la fuerza protón-motriz. 
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RECUADRO 19-2 


Muchas plantas con flores atraen insectos polinizado- 
res liberando moléculas olorosas que mimetizan las 
| fuentes de alimentación naturales de los insectos o 
| los sitios potenciales para la puesta de los huevos. 
Las plantas polinizadas por moscas o escarabajos, 
que normalmente se alimentan o hacen la puesta de 
los huevos en estiércol o en carroña, utilizan, a veces, 
compuestos malolientes para atraerlos. 

Una de las familias de plantas malolientes es la 
de las Aráceas, que incluye filodendros, un tipo de 
lirios y las coles mofeta. Estas plantas tienen flores 
pequeñas agrupadas densamente en una estructura 
erecta (espádice) y están rodeadas por una hoja 
modificada (espata). Aquélla libera olor a carne 
podrida o estiércol. Antes de la polinización la espá- 
dice se calienta, en algunas especies hasta 20-40 *C 
por encima de la temperatura ambiente. La produc- 
ción de calor (termogénesis) ayuda a evaporar las 
moléculas olorosas para que se dispersen mejor, y 
debido a que tanto la came podrida como el estiércol 
están generalmente calientes como consecuencia del 
metabolismo hiperactivo de los microorganismos 

| carroñeros, el calor por sí mismo también podría 
| atraer a los insectos. En el caso de la col mofeta 
| oriental (Fig. 1), que florece al final del invierno o al 
i principio de la primavera cuando la nieve todavía 
cubre el suelo, la termogénesis permite que la espá- 
dice crezca a través de la nieve. 


E En la mitocondria, iones hidruro eliminados de sus 
sustratos (tales como el a—cetoglutarato y el malato) 
por la acción de deshidrogenasas ligadas al NAD ceden 
sus electrones a la cadena respiratoria que los transfiere 
al O, molecular reduciéndolo a H,O. 

MM Los equivalentes de reducción del NADH pasan a 
través de una serie de centros Fe-S a la ubiquinona que 
transfiere los electrones al citocromo b, primer trans- 
portador del Complejo Il. En este complejo los electro- 
nes pasan por dos caminos diferentes a través de dos 
citocromos de tipo b y el citocromo c, a un centro Fe-S. 
El centro Fe-S pasa electrones, de uno en uno, a través 
del citocromo c, al Complejo IV, la citocromo oxidasa. 
Este enzima que contiene cobre y que también contiene 
citocromos a y a,, acumula electrones pasándolos al O, 
que se reduce a H,O. 

© Algunos electrones entran en esta cadena de trans- 
portadores por rutas alternativas. El succinato es oxida- 
do por la succinato deshidrogenasa (Complejo II) que 
contiene una flavoproteína que pasa los electrones a 
través de varios centros Fe-S a la ubiquinona. Los elec- 
trones procedentes de la oxidación de ácidos grasos 
pasan a la ubiquinona vía la flavoproteína transferidora 
de electrones. La oxidación del glicerol fosfato y del 
dihidroorotato también envía electrones a la cadena 
respiratoria a nivel de QH.. 

E Las especies de oxígeno reactivas, que son poten- 
cialmente dañinas, producidas en la mitocondria se 
inactivan por un conjunto de enzimas protectores entre 
los que se cuentan la superóxido dismutasa y la gluta- 
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Calor, plantas malolientes y rutas respiratorias alternativas 


FIGURA 1 Col moteta oriental 


¿Cómo calienta una col mofeta oriental su espádi- 
ce? Aunque las mitocondrias de plantas, hongos y 
eucariotas unicelulares tienen cadenas respiratorias 
que son básicamente los mismos que los de animales, 
también tienen una vía respiratoria alternativa. Una 
QH, oxidasa resistente al cianuro transfiere directa- 
mente los electrones desde la reserva de ubiquinona al 
oxígeno, evitando los dos pasos de translocación de 
protones de los Complejos III y IV (Fig. 2). La energía 
e se podría haber conservado en forma de ATP se 


tión peroxidasa. Niveles bajos de ROS actúan como 
señales para coordinar la fosforilación oxidativa mito- 
condrial con otras rutas metabólicas. 

MM Las plantas, hongos y eucariotas unicelulares tie- 
nen, además de la ruta típica de transferencia electróni- 
ca acoplada a la síntesis de ATP, una ruta alternativa 
que recicla el exceso de NADH a NAD”. 


19.2 Síntesis de ATP 


¿Cómo se transforma un gradiente de concentración de 
protones en ATP? Hemos visto que la transferencia 
electrónica libera, y la fuerza protón-motriz conserva, 
energía más que suficiente (unos 190 kJ) por “mol” de 
par de electrones para impulsar la formación de un mol 
de ATP, que requiere unos 50 kJ. La fosforilación oxida- 
tiva mitocondrial no plantea, por tanto, ningún proble- 
ma termodinámico. Pero, ¿qué mecanismo químico 
acopla el flujo de protones con la fosforilación? 


En el modelo quimiosmótico, la oxidación y la fosforilación 
están obligatoriamente acoplados 


El modelo quimiosmótico propuesto por Peter Mit- 
chell es el paradigma del acoplamiento energético. 
Según el modelo (Fig. 19-19), la energía electroquími- 
ca inherente a la diferencia en la concentración de pro- 
tones y a la separación de cargas a través de la membra- 
na mitocondrial interna, la fuerza protón-motriíz, impul- 
sa la síntesis de ATP a medida que los protones fluyen 
de manera pasiva de vuelta hacia la matriz a través de 
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FIGURA 2 Transportadores de electrones de la membrana interna de las mitocondrias de plantas. Los electrones pueden fluir a través de los 
Complejos |, lil y iV, al igual que en las mitocondrias de animales, o a través de transportadores alternativos específicos de plantas mediante las | 


vias mostradas con flechas azules 


libera, en cambio, en forma de calor. Las mitocondrias 
de plantas también tienen una NADH deshidrogenasa 
alternativa, insensible a la rotenona, inhibidor del 
Complejo I (véase la Tabla 19-4), que transfiere elec- 
trones desde el NADH de la matriz directamente a la 
ubiquinona, sin utilizar el Complejo I ni el bombeo 
protónico asociado. Las mitocondrias de plantas tie- 
nen además otra NADH deshidrogenasa, en la cara 
externa de la membrana interna, que transfiere elec- 
trones desde el NADPH o NADH dele 


un poro de la ATP sintasa. Para resaltar el papel cru- 
cial de la fuerza protón-motriz, la ecuación de la síntesis 
de ATP se escribe algunas veces como 


ADP + P; + nH —> ATP + HO + nH 


dq 
i. f 


(19-10) 


i Mitchell utilizó el término “qui- 
2 ¡miosmótico” para describir las 
reacciones enzimáticas en. las 
que intervienen, simultánea- 
mente, una reacción química y 
un proceso de transporte. El 
proceso global se conoce en 
ocasiones como “acoplamiento 
quimiosmótico”. Aquí, “acopla- 
miento” hace referencia a la 
conexión obligada entre la sín- 
tesis mitocondrial de ATP y el 
flujo electrónico a través de la 
cadena respiratoria; ninguno de los dos procesos puede 
actuar sin el otro. En la Figura 19-20 se muestra la 
definición operativa de acoplamiento. Cuando se sus- 
penden mitocondrias aisladas en un tampón que contie- 
ne ADP, P. y un sustrato oxidable tal como el succinato, 
tienen lugar tres procesos que pueden medirse fácil- 
mente: (1) se oxida el sustrato (el succinato da fumara- 
to), (2) se consume O, y (3) se sintetiza ATP. El consu- 
mo de oxígeno y la síntesis de ATP dependen de la 
presencia de un sustrato oxidable (en este caso el suc- 
cinato), así como de ADP y P.. 


Peter Mitchel, 1920-1992 
[Fuente: AP Photo. ] 


membrana a la ubiquinona, igualmente sin utilizar el 
Complejo I. De este modo, cuando los electrones 
pasan por la vía respiratoria alternativa gracias a la 
NADH deshidrogenasa insensible a la rotenona, a la 
NADH deshidrogenasa externa, o a la succinato deshi- 
drogenasa (Complejo I) y pasan al O, vía la oxidasa 
alternativa resistente al cianuro, la energía no se con- ; 
serva como ATP, sino que se libera en forma de calor. 
Una col mofeta puede utilizar el calor para fundir la 
nieve, producir mal olor o atraer escarabajos y moscas. 
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Henry Lardy, 1917-2010 [Fuente: O Cortesia de D. L. Nelson.] 


Debido a que la oxidación del sustrato impulsa la 
síntesis de ATP los inhibidores de la transferencia elec- 
trónica bloqueen la síntesis de ATP (Fig. 19-20a). Lo 
contrario también se cumple: la inhibición de la síntesis 
de ATP bloquea la transferencia electrónica en mitocon- 
drias intactas. Cuando se proporciona O, y sustratos 
oxidables pero no ADP a mitocondrias aisladas (Fig. 
19-20b) no puede haber síntesis de ATP y no se da la 
transferencia electrónica al O,. Henry Lardy, pionero en 
el uso de antibióticos para explorar la función mitocon- 
drial, demostró el acoplamiento entre la oxidación y la 
fosforilación utilizando oligomicina o venturicidina, 
antibióticos tóxicos que se unen a la ATP sintasa de la 
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FIGURA 19-19 Modelo quimiosmótico. En esta representación senci- 
lla de la teoría quimiosmótica aplicada a la mitocondria, los electrones 
del NADH y otros sustratos oxidables pasan a través de una cadena de 
transportadores distribuidos asimétricamente en la membrana interna. 
El flujo electrónico está acompañado de transferencia de protores a tra- 
vés de la membrana que producen un gradiente químico (ApH) y un 


mitocondria. Estos compuestos son inhibidores poten- 
tes tanto de la síntesis de ATP como de la transferencia 
de electrones a través de la cadena de transportadores 
al O, (Fig. 19-20b). Dado que se sabe que la oligomicina 
no interacciona directamente con los transportadores 
electrónicos sino con la ATP sintasa, se despfende que 
la transferencia de electrones y la síntesis de ATP" 
obligatoriamente acopladas; una reacción no tiene lugar 
sin la otra. 

La teoría quimiosmótica explica fácilmente la 
dependencia de la transferencia electrónica de la sínte- 
sis de ATP en la mitocondria. Cuando se bloquea el flujo 
de protones hacia la matriz a través del canal protónico 
de la ATP sintasa (por ejemplo con oligomicina), no hay 
una vía de retorno de los protones a la matriz, y la salida 
continua de protones impulsada por la actividad de la 
cadena respiratoria genera un gran gradiente de proto- 
nes. La fuerza protón-motriz va aumentando hasta que 
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FIGURA 19-20 Acoplamiento de la transferencia electrónica con la 
síntesis de ATP en la mitocondria. En experimentos para demostrar el 
acoplamiento, se suspenden las mitocondrias en un medio tamponado y 
se utiliza un electrodo de O, para seguir el consumo de O,. A intervalos 
se toman muestras que se analizan para determinar la presencia de ATP. 
(a) La adición de ADP y P, solos no da lugar a ningún incremento, a muy 
poco, de la respiración (consumo de O; negro) o síntesis de ATP (rojo). 
Cuando se añade succinato empieza inmediatamente la respiración y se 


a 
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succinato 


2H* 


gradiente eléctrico (Ay) que, combinados constituyen la fuerza pro- 
tón-motriz. La membrana mitocondrial interna es impermeable a los 
protones; los protones sólo pueden volver a penetrar en la matriz a tra- 
vés de canales específicos de protones (F). La fuerza protón-motriz que 
impulsa el retorno de los protones a la matriz proporciona la energía 
para la síntesis de ATP catalizada por el complejo F, asociado con F. 


el coste (energía libre) del bombeo de protones fuera de 
la matriz en contra de este gradiente es igual o superior 
a la energía liberada por la transferencia de electrones 
desde el NADH al O,. Llegado este punto, el flujo de 
electrones ha de parar; la energía libre del proceso glo- 
\ Dà del flujo de electrones acoplado al bombeo de proto- 
T sistema está en equilibrio. 
i ay, no obstante, ciertas condiciones y reactivos 
que desacoplan la oxidación y la fosforilación. Cuando 
se rompen mitocondrias intactas mediante tratamiento 
con detergente o corte mecánico, los fragmentos mem- 
branosos resultantes aún puede catalizar la transferen- 
cia electrónica desde el succinato o el NADH al O, pero 
no hay síntesis de ATP acoplada a esta respiración. 
Ciertos compuestos químicos también producen el des- 
acoplamiento sin romper la estructura mitocondrial. 
Entre los desacopladores químicos se encuentran el 
2,4-dinitrofenol (DNP) y el carbonilcianuro-p-trifluoro- 


Se adiciona 
venturicidina 


u 
oligomicina 


ATP sintetizado 


Tiempo 


sintetiza ATP. La adición de cianuro (CN), que bloquea la transferencia 
de electrones entre la citocromo oxidasa (Complejo IV} y el O, inhibe 
tanto la respiración como la síntesis de ATP. (b) Las mitocondrias que 
contienen succinato sólo respiran y sintetizan ATP cuando se añaden 
ADP y P, La adición posterior de venturicidina u oligomicina, inhibidores 
de la ATP sintasa, bloquea tanto la síntesis de ATP como la respiración. 
El dinitrofeno! (DNP) actúa como desacoplante, ya que permite que con- 
tinúe la respiración sin síntesis de ATP. 


OH N dc c? N 
NO, Me null 
il 
Ñ 
NO, NH 
2,4-Dinitrophenoi 
(DNP) 
| 
a A 
i 
F 
Carbonylcyanide-p- 
trifluoromethoxyphenylhydrazone 
(FCCP) 


FIGURA 19-21 Dos desacoplantes químicos de la fosforilación oxida- 
tiva. DNP y FCCP contienen un protón disociable (rojo) y son muy 
hidrofóbicos. Transportan protones a través de la membrana mitocon- 
drial interna disipando el gradiente de protomes. Los dos también des- 
acoplan la fotofostorilación. 


metoxifenilhidrazona (FCCP) (Tabla 19-4; Fig. 19-21). 
Estos desacoplantes son ácidos débiles con propiedades 
hidrofóbicas que les permiten difundir fácilmente a tra- 
vés de la membrana mitocondrial. Una vez la forma 
protonada ha entrado en la matriz mitocondrial pueden 
liberar el protón, disipando de este modo el gradiente 
de protones. La estabilización por resonancia deslocali- 
za la carga de las formas aniónicas haciendo que sean lo 
suficientemente hidrofóbicas para volver a difundir a 
través de la membrana en donde pueder 
tón y repetir el proceso. Los ionófor6f ta 
valinomicina (véase la Fig. 11-42) perm 20) 
iones inorgánicos atraviesen fácilmente las membranas. 
Los ionóforos desacoplan la transferencia de electrones 
de la fosforilación oxidativa disipando a través de la 
membrana mitocondrial la contribución eléctrica al gra- 
diente electroquímico. 

Una predicción de la teoría quimiosmótica es que, 
dado que el papel de la transferencia de electrones en 
la síntesis mitocondrial de ATP es simplemente bom- 
bear protones para crear el potencial electroquímico de 
la fuerza protón-motriz, un gradiente de protones crea- 
do artificialmente debería poder reemplazar la transfe- 
rencia de electrones como impulsor de la síntesis de 
ATP. La predicción se ha confirmado experimentalmen- 
te (Fig. 19-22). Las mitocondrias manipuladas para 
imponer una diferencia en concentración de protones y 
una separación de cargas a través de la membrana inter- 
na sintetizan ATP en ausencia de un sustrato oxida- 
ble; la fuerza protón-motriz es por sí sola suficiente para 
impulsar la síntesis de ATP. 


La ATP sintasa tiene dos dominios funcionales, F, y F, 


La ATP-sintasa mitocondrial, es una ATPasa de tipo F 
(véase la Fig. 11-37b), similar en estructura y mecanis- 
mo a las ATP sintasas de bacterias y (Lal como veremos 
en el Capítulo 20) de cloroplastos. Este gran complejo 
enzimático de la membrana mitocondrial interna catali- 
za la formación de ATP a partir de ADP y P,, acompaña- 
do por el flujo de protones desde el lado p al n de la 
membrana (Ec. 19-10). La ATP sintasa, también deno- 
minada Complejo V, tiene dos componentes distintos: 
F, una proteína periférica de membrana, y F,, que es 
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pH disminuido de 9 a 7; 
valinomicina presente; sin K+ 


FIGURA 19-22 Demostración del papel de un gradiente de protones 
en la sintesis de ATP. Un gradiente electroquímico impuesto artificial- 
menie puede impulsar la síntesis de ATP en ausencia de un sustrato oxi- 
dable como dador electrónico. En este experimento en dos pasos (a) se 
incuban primeramente mitocondrias aisladas en un tampón a pH 9 que 
contiene KCI 01 m. La lenta entrada de tampón y KC! a la mitocondria 

almente la matriz se encuentre en equilibrio con el medio 
circundante. No se encuentran presentes sustratos oxidables. (b) Las 
mitocondrias se separan ahora del tampón de pH 9 y se resuspenden en 
tampón de pH 7 que contiene valinomicina pero no KCI. El cambio de 
tampón crea una diferencia de dos unidades de pH a través de la mem- 
brana interna de la mitocondria. El flujo de K* hacia el exterior, llevado a 
cabo por ta valinomicina a favor del gradiente de concentración de ¡ón K* 
pero sin un contraión, crea un desequilibrio de carga a través de la mem- 
brana (matriz negativa). La suma del potencial químico proporcionado 
por la ciferencia de pH y el potencial eléctrico debido a la separación de 
cargas constituye una fuerza protón-motriz suficientemente grande para 
permitir ia síntesis de ATP en ausencia de un sustrato oxidable. 


una proteína integral de membrana. La letra del subín- 
dice o en F indica que es sensible a la oligomicina. F, 
primer factor identificado como necesario para la fosfo- 
rilación oxidativa, fue identificado y purificado por 
Efraim Racker y colaboradores a principios de la década 
de 1960. 

En el laboratorio, las peque- 
ñas vesículas membranosas for- 
madas a partir de la membrana 
mitocondrial interna llevan a 
cabo la síntesis de ATP acoplada 
a la transferencia electrónica. 
Cuando se extrae cuidadosamen- 
te la F, las vesículas “desnudas” 
aún contienen cadenas respirato- 
rias intactas y la porción F de la 
ATP sintasa. Las vesículas pue- 
den catalizar la transferencia de 
electrones del NADH al O,, pero 
no producen un gradiente de 


Efraim Racker, 1913-1991 
{[Fuente: Division of Rare 
and Manuscript 
Collections, Cornell 
University Library. ] 
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protones: F tiene un poro protónico a través del cual 
los protones se escapan tan rápidamente como son 
bombeados por la transferencia electrónica, y, sin un 
gradiente de protones, las vesículas que carecen de F, 
no pueden sintetizar ATP. F aislada cataliza la hidrólisis 
de ATP (reacción inversa a la síntesis) lo cual hizo que 
inicialmente se la denominara ATPasa F,. Cuando se 
añade una preparación de F, aislada a tales vesículas 
desnudas, se reasocia con F „ tapando su poro protónico 
y se restaura la capacidad de las membranas de acoplar 
la transferencia electrónica y la síntesis de ATP. 


En la superficie de F, el ATP está estabilizado 
en relación al ADP 


Los experimentos de intercambio isotópico con F, puri- 
ficada muestran un hecho notable sobre el mecanismo 
catalítico del enzima: en la superficie del enzima, la 
reacción ADP + P, +> ATP + H,O es fácilmente reversi- 
ble: la energía libre de la síntesis de ATP es cercana a 
cero. Cuando F, hidroliza ATP en agua marcada con *0, 
el P, formado contiene un átomo de **O. La medida cui- 
dadosa del contenido en O del P, formado in vitro por 
la hidrólisis de ATP catalizada por F, muestra que el P, 
contiene, no uno, sino tres o cuatro átomos de *%0 (Fig. 
19-23). Ello indica que el enlace pirofosfato terminal 
del ATP se rompe y rehace repetidamente antes de que 
el P, abandone la superficie del enzima. Con el P, libre 
para dar tumbos en su sitio de unión, cada hidrólisis 
inserta 'O al azar en una de las cuatro posiciones del P.. 
Esta reacción de intercambio se da en co jos F F, 
sin energía (sin gradiente protónico) y con RA 
intercambio no requiere el aporte de energía” 

Los estudios cinéticos de las velocidades iniciales 
de la síntesis e hidrólisis del ATP confirman la conclu- 
sión de que la AG” de la síntesis del ATP sobre el 
enzima es cercana a cero. å partir de las velocidades 
de hidrólisis medidas (k, = 10 s`) y de síntesis (k_, = 
24 s), la constante de equilibrio calculada para la 
reacción 


Enz-ATP == Enz-(ADP + P;) 


es 


FIGURA 19-23 Mecanismo catalítico de F, (a) Experimento de intercambio de O. F, solu- 
bilizado a partir de membranas mitocondriales se incuba con ATP en presencia de agua mar- 
cada con O. A intervalos, se toma una muestra de la solución y se analiza la incorporación de 
0 en el P, producido en la hidrólisis del ATP. En unos minutos, el P contiene tres o cuatro 
átomos de *O, lo que indica que tanto la hidrólisis como la síntesis de ATP han tenido lugar 
varias veces durante la incubación. (b) Probable complejo del estado de transición para la sín- 
tesis e hidrólisis del ATP por la ATP sintasa (de PDB ID 18MP), La subunidad a se muestra en 
gris, la 8 en púrpura. Los residuos cargados positivamente B-Arg*? y a-Arg?” coordinan dos 
oxígenos del intermedio fosfato pentacovalente; £-Lys'** interacciona con un tercer oxígeno y 
el ión Mg?" estabiliza aún más el intermedio. La esfera azul representa el grupo saliente (H,O). 
Estas interacciones tienen como resultado un rápido equilibrio de ATP y ADP + P. en el sitio 
activo. [Fuente: (b) de PDB iD 1BMF, J. P. Abrahams et al., Nature 370:621, 1994.] 


A partir de esta Ko la AG” aparente calculada es 
próxima a cero. Ello contrasta con la Ko de unos 10* 
(AG” = -30,5 kJ/mol) para la hidrólisis del ATP libre en 
solución (es decir, no en la superficie del enzima). 

¿A qué se debe esta gran diferencia? La ATP sintasa 
estabiliza el ATP respecto al ADP + P, uniendo el ATP 
más fuertemente, liberando la energía suficiente para 
contrarrestar el efecto de fabricar ATP. Las inedidas cui- 
dadosas de las constantes de unión muestran que F F, 
une ATP con una afinidad muy alta (K, s 10m) y el 
ADP con una afinidad mucho menor (K, = 10% m). Esta 
diferencia en K, se corresponde a una diferencia en ener- 
gía de unión de unos 40 kJ/mol, y esta energía impulsa el 
equilibrio hacia la formación del producto ATP. 


E! gradiente de protones impulsa la liberación del ATP 
de la superficie del enzima 


Aunque la ATP sintasa equilibra el ATP con ADP + P, el 
ATP recién sintetizado no abandona la superficie del 
enzima en ausencia de un gradiente de protones. Es el 
gradiente protónico el que provoca que el enzima libere 
el ATP formado en su superficie. El diagrama de la coor- 
denada de la reacción del proceso (Fig. 19-24) mues- 
tra la diferencia entre el mecanismo de la ATP sintasa y 
el de muchos otros enzimas que catalizan reacciones 
endergónicas. 

Para que la síntesis de ATP sea continua, el enzima 
debe ciclarse entre una forma que une ATP muy fuerte- 
mente y una forma que libera el ATP. Los estudios quí- 

icos y cristalográficos de la ATP sintasa revelan la 

Pff de esta alternancia en la función. 


ATP + H80 Y 


IA 


ADP | 


(b) 


ATP sintasa 


ATP 
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ADP +P, 
[E-ATP] 


G (kJ/mol) 


E-ADP+ P; 


Coordenada de reacción 


Cada subunidad /3 de la ATP sintasa puede adoptar tres 
conformaciones diferentes 


La F, mitocondrial tiene nueve subunidades de cinco 
tipos distintos, con la composición œ, ye. Cada una de 
las tres subunidades ĝ tiene un sitio catalítico para la 
síntesis de ATP. La determinación cristalográfica de la 
estructura de la F, por John E. Walker y sus colegas 
muestra detalles estructurales muy útiles para explicar 
el mecanismo catalítico del enzima. La porción en forma 
de pomo que sobresale de F, es una esfera aplanada de 
8 nm por 10 nm formada por subunidades «a y 8 alterna- 
das, con una ordenación a modo de gajos de naranja 
(Fig. 19-25a-c). Los polipéptidos que constituyen el 
tallo se ordenan de manera asimétrica en la estructura 
cristalográfica de F,, con un dominio 


d ánica s 
nidad y actuando como un eje central eso Ry) (8 Ann: 
otro dominio de y asociado principalme - A 


las tres subunidades $, la designada G-vacía (19-25b). 
Aunque la secuencia de aminoácidos de las tres subuni- 
dades ĝ es idéntica, sus conformaciones difieren en 
parte por la asociación de la subunidad y con sólo una 
de las tres. 

Las diferencias en conformación entre las subuni- 
dades J se extienden a diferencias en sus sitios de unión 
de ATP/ADP. Cuando se cristaliza la proteína en presen- 
cia de ADP y App(NB)p, un análogo estructural muy 
parecido al ATP pero que no puede ser hidrolizado por 
la actividad ATPasa de F, se encontró App(NH)p en el 
sitio de unión de una de las tres subunidades 3, ADP en 
otra, mientras que la tercera se encontraba vacía. Las 
correspondientes conformaciones de la subunidad / se 
denominan P-ATP, 6-ADP y -vacía (19-25b). Esta dife- 
rencia en la unión de nucleótidos entre las tres subuni- 
dades es esencial en el mecanismo del complejo. 


NH) 
y B a 
O O O N 
O a j d 
PAIR e TE N 
"O TO 0 
Enlace 3-y 


no hidrolizable 


OH OH 
AppNH)p (8,y-imidoadenosina 5'-trifosfato) 


El complejo F, con su poro protónico, está com- 
puesto por tres subunidades, a, b, y c, en la proporción 
ab,c . en donde » oscila entre 8 y 15 en diversos organis- 
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FIGURA 19-24 Diagramas de las coordenadas de reacción 
para la ATP sintasa y para un enzima más típico. En una reac- 
ción catalizada por un enzima típico (izquierda) alcanzar el 
estado de transición (4) entre sustrato y producto es la principal 
barrera energética que se ha de superar. En la reacción catalizada 
por la ATP sintasa (derecha), la principal barrera es la liberación 
del ATP del enzima, no su formación. La variación de energía libre 
para la formación de ATP a partir de ADP y P en solución acuosa 
es grande y positiva, pero en la superficie del enzima la muy 
fuerte unión del ATP proporciona suficiente energía de unión para 
hacer que la energía libre del ATP ligado al enzima sea próxima a 
la del ADP + P, por lo que la reacción es fácilmente reversible. La 
constante de equilibrio es próxima a 1. La fuerza protón-motriz 
proporciona la energía libre necesaria para la liberación del ATP 


mos. La subunidad c es un poli- 
péptido pequeño (M_ 8.000), muy 
hidrofóbico que consiste casi 
exclusivamente en dos hélices 
transmembrana, con un pequeño 
bucle que se extiende desde el 
lado de la matriz de la membrana. 
La estructura cristalográfica de la 
FF, de levadura, resuelta en 
1999, muestra el ordenamiento 
de las subunidades c. El complejo 
de levadura tiene 10 subunidades 
c, cada una de las cuales contiene 
dos hélices transmembrana apro- 
ximadamente perpendiculares al 
plano de la membrana, que se ordenan en dos círculos 

. Los extremos amino de las hélices de cada 
c forman el círculo interno; el círculo externo, 
de unos 55 Á de diámetro, se forma con las hélices car- 
boxilo terminales. Las subunidades c en este anillo e 
giran conjuntamente como una unidad alrededor de 
un eje perpendicular a la membrana. Las subunida- 
des e y y forman una especie de pie y de pierna que 
sobresalen desde el lado de abajo de F, (membrana), 
sujetándose fuertemente en el anillo que forman las 
subunidades c. La subunidad a está formada por varias 
hélices hidrofóbicas que abarcan la membrana en asocia- 
ción estrecha con una de las subunidades c del anillo c. 
Se puede combinar la información estructural obtenida 
en los estudios de F, bovina, de F F, de levadura y el 
anillo c del anaerobio estricto Miyobacter tartaricus 
para obtener el dibujo esquemático de la Figura 19-25a. 


John E. Walker [Fuente: 
© Findlay Kember/ 
Associated Press.] 


La catálisis rotacional es la clave en el mecanismo 
de unión y cambio de la síntesis de ATP 


Sobre la base de estudios 
cinéticos y de unión detalla- 
dos de las reacciones catali- 
zadas por FF, Paul Boyer 
propuso un mecanismo de 
catálisis rotacional en el 
que los tres sitios activos 
situados sobre F, alternan en 
la catálisis de la síntesis de 
ATP (Fig. 19-26). Una subu- 
nidad 4 determinada empie- 
za en conformación 8-ADP, 
que une ADP y P, del medio. 


Paul Boyer [Fuente: Lacy 
Atkins/Associated Press/ 
AP images.] 
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FIGURA 19-25 Complejo de la ATP sintasa mitocondrial. (a) Dibujo 
esquemático del complejo F F.. (b) F, en visión superior (es decir, desde 
el lado N de la membrana), mostrando las tres subunidades 8 (tonalida- 
des púrpura) y las tres subunidades « (tonalidades de gris) y el eje cen- 
tral (subunidad y, verde). Cada subunidad $, cerca de su interfase con ia 
subunidad a vecina, tiene un sitio de unión a nucleótidos esencial en la 
actividad catalítica. La única subunidad y se asocia principalmente con 
uno de los tres pares a, provocando que cada una de las tres subunida- 
des $ tenga una conformación ligeramente diferente con diferentes 
sitios de unión a nucieótidos. En el enzima cristalino, una subunidad, 
f-ADP, contiene ADP (amarillo) en su sitio de unión, la siguiente, P-ATP, 
contiene ATP (rojo), y la tercera, 8-vacía, no contiene nucleótido unido, 

(c) Visión latera! del enzima completo (en el plano de la mem- 
brana). La porción F, tiene tres subunidades a y tres 4 ordenadas a 
modo de gajos de naranja alrededor de un eje central, la subunidad y 
(verde). (Se han omitido dos subunidades a y una 8 para poder visuali- 
zar la subunidad y y los sitios de unión del ATP y ADP en las subunida- 
des $). La subunidad & confiere sensibilidad a la ofigomicina sobre la 
ATP sintasa y la subunidad e puede servir para inhibir la actividad 
ATPasa del enzima en algunas circunstancias. La subunidad F, está com- 
puesta por una subunidad a y dos subunidades b que anclan el complejo 
F F, en la membrana y actúan como un estátor, manteniendo las subuni- 
dades a y f en su sitio. F también incluye el anillo c formado por subu- 
nidades c idénticas (entre 8 y 15, según la especie) que son proteinas 
pequeñas e hidrofóbicas. El anillo < y la subunidad a interaccionan y pro- 
porcionan un paso transmembrana para los protones. Cada subunidad c 
tiene un residuo Asp crítico cerca del centro de la membrana que eperi- 
menta protonación/desprotonación durante el ciclo catalítico de la ATP 
sintasa. Aquí se muestra el anillo c, homólogo perteneciente a la Na- 
ATPasa de /lyobacter tartaricus, de la que se conoce bien su estructura. 
En él, los sitios de unión de Na”, que se corresponden con los sitios de 
unión de protones del complejo F F, se muestran con sus ja 
dos testeras rojas). (d) Visión de F, perpendicular a la 
igual que en (c), las esferas rojas representan los sitios de wmiÓde 
o sitios de unión de protones en los residuos Asp. [Fuentes: F: PDB ID 
1BMF, f. P. Abrahams et at, Nature 370:621, 1994, PDB ID INV, A. C. 
Hausrath et al, / Biol Chem. 276:47227, 2001; PDB iD 2A7U, S. 
Wilkens et al., Biochemistry 44:11,786, 2005; PDB ID 2CLY, V. Kane Dit- 
kson et al., EMBO J. 25:2911, 2006; F, PDB ID 189U, O. Dmitriev et al., J. 
Biol. Chem. 274:15.598, 1999; anillo c: PDB IC 1YCE, T. Meier et al, 
Science 308:659, 2005.] 


Ht (cg en mitocondrias de levadura) 


(b) Vista inferior de F, a 


ßB-vacio 
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A continuación la subunidad cambia de conformación, 
adoptando la forma 8-ATP que une y estabiliza fuerte- 
mente el ATP, lo que comporta el rápido equilibrio del 
ADP + P. con el ATP en la superficie del enzima. Final- 
mente, la subunidad cambia hacia la conformación 
B-vacía, que tiene una afinidad muy baja por el ATP, por 
lo que el ATP recién sintetizado se libera de la superficie 
del enzima. Cuando esta subunidad vuelve a adoptar la 
conformación -ADP y une ADP + P, se inicia otra 
ronda de catálisis. 

Los cambios de conformación, esenciales en este 
mecanismo, están impulsados por el paso de protones a 
través de la porción F de la ATP sintasa. La corriente 
de protones a través del poro F, hace que el cilindro 
formado por las subunidades c y la subunidad y anclada 
giren alrededor del eje mayor de y, que es perpendicu- 
lar al plano de la membrana. La subunidad y pasa a 
través del centro del esferoide aĝ, que se mantiene 
quieto respecto a la superficie de la membrana gracias a 
las subunidades b, y ô (Fig. 19-25a). Con cada rotación 
de 120”, y se pone en contacto con una subunidad 8 
diferente, y el contacto provoca el cambio de la subuni- 
dad ĝ a la conformación P-vacía. 

Las tres subunidades £ interaccionan de tal modo 
que cuando una adopta la conformación G-vacía, la veci- 
na de un lado ha de adoptar la conformación 4-ADP, y 
la del otro la -ATP Por lo tanto, una rotación completa 
de la subunidad y provoca que cada subunidad f se 
cicle a través de sus tres conformaciones posibles, y en 
cada rotación se sintetizan y se liberan de la superficie 
del enzima tres moléculas de ATP. 

Una predicción importante de éste 
unión y cambio es que la subunidad ydébefíz 
un sentido cuando F F, sintetiza ATP, y en el sentido 
opuesto cuando lo hidroliza. Está predicción se demos- 
tró con los elegantes experimentos realizados en los 
laboratorios de Masasuke Yoshida y Kazuhiko Kinosita, 
Jr. La rotación de y en una única molécula de F| se visua- 
lizó en un microscopio gracias a la unión a y de un polí- 
mero de actina fluorescente, molécula larga y delgada, y 
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observando como, al hidrolizarse ATP, se mueve en 
relación a aĝ, que había sido inmovilizada previamente 
en un portaobjetos del microscopio. (La esperada inver- 
sión de la rotación cuando se estaba sintetizando ATP no 
se pudo probar en este experimento; no existe un gra- 
diente protónico que impulse la síntesis de ATP). Cuan- 
do se realizó el mismo experimento con el complejo F F, 
completo (no únicamente F') la totalidad del anillo for- 
mado por subunidades c rotó junto con y (Fig. 19-27). 
La “varilla” rotó en la dirección predicha los 360°. La 
rotación no fue suave, sino que se dio en tres pasos dis- 
cretos de 120”. La eficiencia de este mecanismo al con- 
vertir energía química en movimiento es cercana al 
100%, como se puede calcular a partir de la velocidad de 
hidrólisis conocida de ATP por una molécula de F, y la 
fuerza de fricción sobre el largo polímero de actina. En 
palabras de Boyer “¡una máquina molecular espléndida!” 


¿De qué modo el flujo protónico a través del Complejo F. 
produce movimiento rotatorio? 


En la Figura 19-28 se muestra un modelo posible que 
explica de qué modo el flujo electrónico y el movimien- 
to rotatorio están acoplados en el Complejo F. Las 
subunidades individuales de F, están dispuestas en un 
círculo alrededor de un núcleo central que está relleno, 
probablemente, de lípidos de membrana. En cada subu- 
nidad c hay un residuo Asp (o Glu) crítico localizado 
aproximadamente en el centro de la membrana. Los 
protones cruzan la membrana a través de una ruta for- 
mada por subunidades a y c. La subunidad a tiene un 


ATTE protónico que va desde el lado p (citosol) al 
la membrana, donde termina cerca del resi- 


duo Asp de la subunidad c vecina. Un protón difunde 
desde el lado p (en donde la concentración de protones 
es relativamente elevada) a través de este semicanal y 
se une al residuo Asp, eliminando la carga negativa del 
grupo carboxilo y desplazando, de este modo, un resi- 
duo Arg cargado positivamente que había estado asocia- 
do al Asp. Este residuo Arg bascula lateralmente y 


FIGURA 19-26 Modelo de cambio de unión para la ATP sintasa. El 
complejo F, tiene tres sitios de unión de nucleótidos de adenina no equi- 
valentes, uno por cada par de subunidades a y 8. En un momento deter- 
minado, uno de estos sitios está en la conformación $-ATP (que une 
ATP fuertemente), un segundo está en la conformación -ADP (unión 
débil) y un tercero está en la conformación -vacía (unión muy débil). 
En esta vista desde el lado » la fuerza protón-motriz hace que el eje cen- 
tral, subunidad «y, mostrada como una flecha verde, se ponga en con- 
tacto con cada par de subunidades af de forma sucesiva. Ello produce 
un cambio de conformación cooperativo en el que el sitio 8-ATP se con- 
vierte en la conformación -vacía y el ATP se disocia; el sitio -ADP se 
convierte en ta conformación f-ATP, que promueve la condensación del 
ADP y P, unidos para formar ATP; y el sitio -vacío se convierte en un 
sitio $-ADP, que une débilmente ADP y P que difunden desde el disol- 
vente. Este modelo, basado en observaciones experimentales, requiere 
que al menos dos de los tres sitios catalíticos alternen en actividad, el 
ATP no se puede liberar de uno de los sitios hasta que se fijen ADP y P 
al otro. Observe que la dirección de rotación cambia de sentido cuando 
la ATP sintasa actúa como una ATPasa como, por ejemplo, en el experi- 
mento mostrado en la Figura 19-27. 
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FIGURA 19-27 Demostración experimental de la rotación de F, y y. F, rediseñado 

por técnicas de ingeniería genética para contener una serie de residuos His se une 

fuertemente a un portaobjetos de microscopio recubierto con un complejo de Ni; se 

Filamento de actina une biotina covaientemente a una subunidad c de F.. La proteína avidina, que se une 

id muy fuertemente a la biotina, está unida covalentemente a largos filamentos de actina 

marcados con una sonda fluorescente. La unión de biotina-avidina une ahora los fila- 

mentos de actina a la subunidad c. Cuando se aporta ATP como sustrato de la activi- 

dad ATPasa de F, se observa que el filamento marcado gira continuamente en una 

dirección, y ello demuestra que gira el cilindro F, de subunidades c. En otro experi- 

mento, el filamento de actina fluorescente se unió directamente sobre la subunidad +. 

La serie de micrografías de fluorescencia (leídas de izquierda a derecha) muestra la 

posición de! filamento de actina a intervalos de 133 ms. Observe que, a medida que 

gira el filamento, se produce un salto discreto cada once marcos. Probablemente el 

cilindro y el eje se mueven como una unidad. [Fuentes: Cartoon information de 

Y. Sambongi et al., Science 286:1722, 1999. Micrografías: Cortesía de Riohel Yasuda y 
Kazuhiko Kinosita, de Yasuda et al., Cel 93:1117, 1998,0 Elsevier. ] 
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establece una interacción con el Asp de la subunidad c 
vecina en el anillo al tiempo que desplaza el protón del 
Asp; este protón sale a través del segundo semicanal al 
lado n, en donde las concentración de protones es rela- 
tivamente baja, lo que completa la transferencia de un 
equivalente de prones desde el exterior al interior de la 
matriz. En este momento otro protón ha entr 
semicanal en el lado p, se ha desplazado hast? 
la siguiente subunidad c, la ha protonado 

(de nuevo desplazando Arg), la cual desplaza a su 
vez un protón de la siguiente subunidad c, y así sucesi- 
vamente. El movimiento rotacional del anillo c es el 


O ElH* desplazado 

sale por el lado n. jit 
O El anillo cyo gira, 
Arg*” vuelve al 
semicanal del lado P. 


O Arg” gira y 
desplaza H* f 


Se repite el proceso. 
del Asp. | O > P 


Semicanal (lado n) 
tH 


Semicanal (lado e) 


(O) El protón desplaza la 
Arg?” a la subunidad c 
adyacente. 


-* @ El protón entra en el 
semicanal del lado r. 


sl 


resultado del movimiento térmico (browniano), que se 
hace unidireccional debido a la gran diferencia en la 
concentración de protones a través de la membrana. El 
número de protones que han de ser transferidos para 
producir una rotación completa del anillo c es igual al 
número de subunidades c del anillo. Estudios del anillo 
son microscopia de fuerza atómica (Recuadro 19-3) o 
EE os X han demostrado que el número de 
bunidades c es diferente en organismos diferentes. 
(Fig. 19-29). En mitocondrias bovinas el número es 8, 
en mitocondrias de levadura y E. coli es 10 y el número 
de subunidades c puede ser tan elevado como 15 en la 


FIGURA 19-28 Modelo de rotación del anillo c impulsada por proto- 
nes. La subunidad a del complejo F, de la ATP sintasa (véase la Fig. 
19-253) tiene dos semicanales hidrofílicos para protones, uno que va 
desde el lado ? ai centro de la membrana, el otro desde el centro de la 
membrana al lado y (matriz). Las subunidades c individuales en F, (10 
en el enzima de levadura) se disponen en un círculo alrededor de un 
núcleo central. Cada subunidad c tiene un residuo Asp crítico aproxima- 
damente a medio camino a través de la membrana que puede ceder o 
aceptar un protón (H” rojo), La subunidad tiene una cadena lateral de 
Arg cargada positivamente que establece una interacción electrostática 
con el carboxilato cargado negativamente del Asp de la subunidad c 
vecina. Esta subunidad c está posicionada inicialmente de modo que un 
protón que entra en el semicanal por el lado P (en donde la concentra- 
ción de protones es relativamente alta) encuentra y protona el residuo 
Asp debilitando su interacción con la Arg. La cadena lateral de la Arg 
gira hacia el residuo Asp protonado de la siguiente subunidad c y des- 
plaza su protón del carboxilo, al tiempo que se forma una nueva interac- 
ción electrostática Arg-Asp. El protón desplazado se mueve a través del 
segundo semicanal en la subunidad a y se libera en el lado n. La subuni- 
dad c con su residuo Asp desprotonado se mueve de modo que su par 
Arg-Asp queda orientado al semicanal del lado P con lo que se inicia un 
segundo cicio: entrada de un protón, protonación de Asp, desplazamiento 
de Arg y salida del protón. La rotación del anillo tiene lugar por moción 
térmica (browniana) y se engrana de manera efectiva. La orientación del 
gradiente de protones dicta la dirección del flujo protónico con lo que se 
consigue una rotación del anillo c prácticamente unidireccional. [Fuente: 
PDB ID 10HH, E. Cabezon et al., Nature Struct. Bio! 10:744, 2003.] 
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RECUADRO 19-3 


i qe fuerza atomica para 
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| 
| En la microscopia de fuerza atómica (AFM), la 
f punta fina de una sonda microscópica unida a un 
brazo de palanca flexible se desplaza por una superfi- 
| cie desigual como, por ejemplo, una membrana (Fig. 
| 1). Las interacciones electrostáticas y de van der 
| Waals entre la punta y la muestra produce una fuerza 
que mueve la sonda arriba y abajo (en la dimensión 2) 
i| a medida que encuentra colinas y valles en la muestra. 
l! Un rayo láser reflejado por el brazo de palanca detec- 
||! ta movimientos muy pequeños, del orden de 1 Á. En 
| un tipo de microscopio de fuerza atómica, se mantie- 
ne constante la fuerza sobre la sonda (relativa a una 
| ¡ fuerza estándar, del orden de piconewtons) mediante 
| | un circuito de retroalimentación que que hace que la 
| 
| 
| 


| 
| las proteinas de membrana 
| 
| 
| 


plataforma que sostiene la muestra suba o baje para 
mantener la fuerza constante. Una serie de barridos 
en las dimensiones x e y (el plano de la membrana) 
proporciona un mapa de contorno tridimensional de 
la superficie con una resolución próxima a la escala 
atómica (0,1 nm en la dimensión vertical, 05 a 1,0 nm 
en las dimensiones laterales). k 

En casos favorables la AFM se puede utilizar 
para estudiar moléculas proteicas de membrana indi- 
viduales, tales como las subunidades c del complejo 
F, (Fig. 19-29c, d). 


Cord) 


ATION 


cianobacteria Spirulina platensis. Se ha calculado que 
la velocidad de rotación en mitocondrias intactas es de 
unas 6.000 rpm (unas 100 rotaciones por segundo). 


El acoplamiento quimiosmótico permite que las 
estequiometrías del consumo de O, y de la síntesis 
de ATP no se correspondan con números enteros 


Antes de la aceptación general del modelo quimiosmó- 
tico de la fosforilación oxidativa se pensaba que la ecua- 
ción de la reacción global tendría la siguiente forma: 


xADP + xP, + 440, + H* + NADH —> 
xATP + H20 + NAD* (19-11) 
FIGURA 19-29 Diferencias entre especies en el número de subunida- 
des c en el anillo c del complejo F. Se han determinado las estructuras 
del anillo c de diversas especies mediante cristalogratía de rayos X. Cada 
hélice del anillo interior constituye la mitad de una subunidad c que 
tiene forma de horquilla. El residuo Asp esencial en la posición 61 se 
muestra corno un punto rojo. Las vistas del anillo c perpendiculares a la 
membrana muestran el número de subunidades c para (a) la mitocon- 
dria bovina (8 subunidades) y (b) la mitocondria de levadura (10). Se ha 
utilizado la microsccopia de fuerza atómica (véase el Recuadro 19-3) 
para visulizar los anillos c de (c) una bacteria termofilica Bacillus espe- 
cies TA2.A1 (13) y (d) espinaca (14). Según el modelo de la Fig. 19-28 
diferentes números de subunidades c en el anillo c deberían rendir razo- 
nes diferentes de ATP formado por par de electrones que pasan a través 
de la cadena respiratoria (es decir, diferentes razones P/O). [Fuentes: (a) 
PDB ID 10HH, E. Cabezon et al., Nature Struct. Biol. 10:744, 2003, (c) D. 
Matthies et al., J, Mol. Biol. 388:611, 2009. (d) H. Seelert et al., Nature 
405:418, 2000. Reproducido con permiso de Macmillan Publishers Ltd.] 
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FIGURA 1 Principio de la microscopia de fuerza atómica. 


siendo siempre el valor de z, algunas veces llamado la 
razón P/O o razón P/2e-, un número entero. Tanto la 
síntesis de ATP como el consumo de O, se pueden 


(a) Vista superior Vista lateral 
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medir si se suspenden mitocondrias intactas en una 
solución con un sustrato oxidable, tal como el succina- 
to o el NADH, y se aporta O,. En principio, estas dos 
medidas habrían de proporcionar el número de ATP 
sintetizados por 20, consumido, la razón P/O. La 
mayor parte de los experimentos daban una razón P/O 
(ATP a 40,) de entre 2 y 3 cuando se utilizaba NADH 
como dador de electrones, y entre 1 y 2 cuando se uti- 
lizaba succinato. Dando por sentado que P/O había de 
dar un número entero, la mayor parte de los científicos 
creyeron que la razón P/O debía ser de 3 para el NADH 
y 2 para el succinato, y durante muchos años estos 
valores se han encontrado en artículos de investigación 
y en libros de texto. 

Con la introducción del paradigma quimiosmótico 
del acoplamiento de la síntesis de ATP con la transfe- 
rencia electrónica, no había ninguna necesidad teórica 
de que ia razón P/O fuera un número entero. Las pre- 
guntas pertinentes sobre la estequiometría se transfor- 
maron en: ¿cuántos protones se bombean hacia afuera 
por la transferencia electrónica desde un NADH al O,? y 
¿Cuántos protones han de entrar a través de complejo 
F F, para impulsar la síntesis de un ATP? La medida de 
los flujos de protones es técnicamente complicada; se 
han de tener en cuenta la capacidad amortiguadora de 
las mitocondrias, las pérdidas no productivas de proto- 
nes a través de la membrana interna y el uso de gradien- 
tes de protones en funciones diferentes de la síntesis de 
ATP, tales como el transporte de sustratos a través de la 
membrana mitocondrial interna (descrito más adelan- 
te). Los valores experimentales consenso de/ns proto- 
nes que se bombean hacia afuera por par deld RE 
es de 10 para el NADH y de 6 para el succinate: - 
experimental más aceptado para el número de protones 
necesarios para impulsar la síntesis de una molécula de 
ATP es de 4, de los cuales uno se utiliza en el transpor- 
te de P,, ATP y ADP a través de la membrana mitocon- 
drial (véase más adelante). Si por cada NADH se bom- 
bean hacia afuera 10 protones y para producir un ATP 
han de entrar 4, la razón P/O basada en los protones es 
de 2,5 cuando el NADH es el dador y 1,5 (6/4) cuando 
lo es el succinato. No obstante, tal como veremos en el 
Ejemplo práctico 2, la estequiometría protónica de la 
síntesis de ATP por la ATP sintasa depende del número 
de unidades c en F „ que va de 8 a 15 según la especie. 


La fuerza protón-motriz suministra energía 
para el transporte activo 


Aunque el papel principal del gradiente de protones en 
la mitocondria es suministrar energía para la síntesis de 
ATP la fuerza protón-motriz también sirve para impul- 
sar varios procesos de transporte esenciales para la 
fosforilación oxidativa. La membrana mitocondrial 
interna es generalmente impermeable a las especies 
cargadas, pero hay dos sistemas específicos que trans- 
portan ADP y P a la matriz y ATP hacia el citosol exte- 
rior (Fig. 19-30). 

La nucleótido de adenina translocasa, integral 
de la membrana interna, une ADP* en el espacio inter- 
membrana y lo transporta a la matriz en intercambio 
con una molécula de ATP* transportada simultánea- 
mente hacia el exterior (véase la Fig. 13-11 para las 
formas iónicas del ATP y ADP). Debido a que este 


cotransportador antiparalelo transporta cuatro cargas 
negativas hacia fuera a cambio de tres que entran, su 
actividad viene favorecida por el gradiente electroquí- 
mico transmembrana que proporciona a la matriz una 
carga neta negativa; la fuerza protón-motriz impulsa el 
intercambio ATP-ADP. La nucleótido de adenina trans- 
locasa es inhibida específicamente por el atractilósido, 
un glucósido tóxico producido por una especie de 
cardo. Si se inhibe el transporte de ADP al interior y de 
ATP al exterior de la mitocondria, no se puede regene- 
rar el ATP citosólico a partir del ADP, lo que explica la 
toxicidad del atractilósido. 

Un segundo sistema de transporte de la membrana 
esencial para la fosforilación oxidativa es la fosfato 
translocasa, que promueve el cotransporte paralelo de 
un H,PO.- y un H” al interior de la matriz. Este proceso 
de transporte también está favorecido por el gradiente 
de protones transmembrana (Fig. 19-30). Observe que 
el proceso requiere que un protón pase del lado p al 
lado n de la membrana interna, consumiendo parte de 
la energía de la transferencia electrónica. Mediante 
disección suave de la mitocondria con detergentes 
puede aislarse un complejo de la ATP sintasa y las dos 
translocasas, el ATP sintasoma, lo que sugiere que las 
funciones de estas tres proteínas están fuertemente 
integradas. 

ATP y ADP cruzan la membrana mitocondrial exter- 
na vía un canal aniónico dependiente de voltaje (VDAC) 
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FIGURA 19-30 Nucleótido de adenina y fosfato translocasas. Siste- 
mas de transporte de ía membrana mitocondrial interna transportan 
ADP y P, al interior de la matriz y ATP recién sintetizado al citosol. La 
nucleótido de adenina translocasa es un sistema de cotransporte antipa- 
ralelo; la misma proteína lleva ADP a la matriz y ATP al exterior. El efecto 
de reemplazar ATP* por ADP?” en la matriz es la salida neta de una 
carga negativa, lo que está favorecido por la diferencia de carga a través 
de ta membrana interna (exterior positivo). A pH 7, el P se halla pre- 
sente tanto en forma de HPO,” como de H,PO,; la fosfato transiocasa 
es especifica para H,PO,”. No hay flujo neto de carga durante el cotrans- 
porte paralelo de H,PO, y H” pero la concentración de protones relati- 
vamente baja en la matriz favorece el movimiento de H” hacía el interior. 
De este modo la fuerza protón-motriz es responsable tanto de propor- 
cionar la energía para la síntesis de ATP como del transporte de sustra- 
tos (ADP y P) al interior y del producto (ATP) fuera de la matriz mito- 
condria!. Estos tres sistemas de transporte se pueden aislar como un 
único complejo ligado a la membrana (ATP sintasoma). 


que es un barril 8 de 19 hebras (véase la Fig. 11-11) con 
una apertura de unos 27 Á de anchura que conecta el 
citososl con el espacio intermembrana. Cada VDAC, 
cuando está abierto, puede transportar 10% moléculas 
de ATP por segundo. La apertura está accionada por 
voltaje, tal como indica su nombre, y en algunas condi- 
ciones VDAC está cerrado al ATP. 


EJEMPLO PRÁCTICO 19- 2 Estequiometría 
de la producción de ATP: 


Efecto del tamaño del anillo c 


(a) Si la ATP sintasa de mitocondrias bovinas tiene 8 
subunidades c por cada anillo c ¿Cuál es la razón predi- 
cha de ATP formado por NADH oxidado? (b) ¿Cuál es el 
valor predicho para la mitocondria de levadura con 10 
subunidades ¢ por ATP sintasa? (c) ¿Cu<les son los 
valores correspondientes para los electrones que entran 
en la cadena respiratoria a partir del FADH,?- 


Solución: (a) La pregunta nos pide determinar cuantos 
ATP se producen por NADH. Esta es otra manera de 
pedirnos que calculemos la razón P/P, o x en la Ecua- 
ción 19-11. Si el anillo e tiene 8 subunidades c, una 
vuelta completa transferirá 8 protones a la matriz y 
producirá 3 moléculas de ATP. Pero esta síntesis tam- 
bién requiere el transporte de 3 P, al interior de la 
matriz, a un coste de 1 protón por cada P, por lo que se 
han de sumar 3 protones más al número total requerido. 
Esto hace que el coste total sea (11/protones)/(3 A 
= 3,7 protones/ATP. El valor gene Áñente 
para el número de protones bombeados ade 
par de electrones transferidos desde el NADH es 10 
(Ec. 19-7). Por tanto, la oxidación de 1 NADH produce 
(10 protones)(3,7 ATP) = 2,7 ATP. 

(b) Si el anillo c tiene 10 subunidades c, una rota- 
ción completa transfiere 10 protones a la matriz y pro- 
duce 3 moléculas de ATP.La suma de los 3 protones 
para transportar 3 P, a la matriz lleva el coste total a (13 
protones)/ (3 ATP) = 4,3 protones/ATP. La oxidación de 
1 NADH produce (10 protones)(4,3 protones/ATP) = 
2,3 ATP. 

(c) Cuando los electrones entran en la cadena respi- 
ratoría desde el FADH, (en la ubiquinona), sólo hay 6 pro- 
tones disponibles para impulsar la síntesis de ATP. Esto 
modifica el cálculo para la mitocondria bovina a (6 proto- 
nes)(3,7 protones/ATP) = 1,6 ATP por par de electrones 
desde el FADH,. Para la mitoconbdria de levadura, el cál- 
culo es (6 protones)/(4,3 protones/ATP) = 1,4 ATP por 
par de electrones desde el FADH, . 

Estos valores calculados de x o la razón P/O define 
una gama que incluye los valores de 2.5 ATP/NADH y 
1,4 ATP/FADH,, por lo que utilizaremos estos valores a 
lo largo de este libro. 


Sistemas de lanzadera envían indirectamente NADH 
citosólico a la mitocondria para su oxidación 

La NADH deshidrogenasa de la membrana mitocondrial 
interna de células animales sólo puede aceptar electro- 
nes del NADH de la matriz. Dado que la membrana 
interna no es permeable al NADH, ¿cómo puede reoxi- 
darse el NADH generado por la glucólisis en el citosol a 


ANA 
Y pue f (sens orientada hacia el exterior que puede 
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NAD* por el O, vía la cadena respiratoria? Sistemas 
especiales de lanzadera transportan equivalentes de 
reducción desde el NADH citosólico a las mitocondrias 
mediante una ruta indirecta. La lanzadera de NADH 
más activa, que funciona en las mitocondrias de hígado, 
riñón y corazón, es la lanzadera del malato-asparta- 
to (Fig. 19-31). Los equivalentes de reducción del 
NADH citosólico se transfieren en primer lugar al oxala- 
cetato citosólico obteniéndose malato por acción de la 
malato deshidrogenasa citosólica. El malato así formado 
pasa a través de la membrana interna mediante el siste- 
ma de transporte del malato-a-cetoglutarato. Dentro de 
la matriz los equivalentes de reducción pasan por acción 
de la malato deshidrogenasa mitocondrial al NAD* for- 
mando NADH; este NADH puede pasar electrones de 
forma directa a la cadena respiratoria. En el paso de 
este par de electrones al O, se generan unas 2,5 molé- 
culas de ATP. El oxalacetato citosólico debe regenerarse 
mediante reacciones de transaminación así como 
mediante la actividad de los transportadores de mem- 
brana para empezar otro ciclo de la lanzadera. 

El músculo esquelético y el cerebro utilizan una 
lanzadera diferente del NADH, la lanzadera del glice- 
rol-3-fosfato (Fig. 19-32). Difiere de la lanzadera del 
malato-aspartato en que cede los equivalentes de 
reducción desde el NADH a través del FAD de la glicerol 
3-fosfato deshidrogenasa a la ubiquinona y de ella al 
Complejo IM, no al Complejo I (Fig. 19-15) con lo que 
sólo proporciona energía para la síntesis de 1,5 molécu- 
las de ATP por par de electrones. 

Las mitocondrias de las plantas tienen una NADH 


electrones directamente desde el NADH cito- 
sólico a la cadena respiratoria al nivel de la ubiquinona. 
Debido a que esta vía no utiliza el paso por la NADH 
deshidrogenasa del Complejo I y el movimiento de pro- 
tones asociado, la cantidad de ATP producida a partir 
del NADH citosólico es menor que la producida a partir 
del NADH generado en la matriz (Recuadro 19-2). 


RESUMEN 19.2 Síntesis de ATP 


E El flujo de electrones a través de los Complejos 1, III 
y IV da lugar al bombeo de protones a través de la mem- 
brana mitocondrial interna haciendo que la matriz sea 
alcalina con respecto al espacio intermembrana. Este 
gradiente de protones suministra la energía, en la forma 
de fuerza protón-motriz, para la síntesis del ATP a partir 
del ADP y P, por la ATP sintasa, (complejo F F) de la 
membrana interna. 

E La ATP sintasa lleva a cabo “catálisis rotacional” en 
la que el flujo de protones a través de F hace que cada 
uno de los tres sitios de unión de nucleótidos de F, cicle 
desde la conformación que une (ADP + P) a la que une 
ATP y finalmente a la vacía. 

E La formación del ATP por el enzima requiere poca 
energía; el papel de la fuerza protón-motriz es empujar 
el ATP fuera de su sitio de unión en la sintasa. 

Œ La proporción de ATP sintetizado por %0, reducido 
a H,O Qa razón P/O) es de unos 2,5 cuando los electro- 
nes entran en la cadena respiratoria en el Complejo I y 
de 1,5 cuando los electrones entran en la ubiquinona, 
Esta proporción varía entre especies según el número 
de subunidades c en el complejo F.. 
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FIGURA 19-31 Lanzadera del malato-aspartato. Esta lanzadera para la matriz el malato pasa dos equivalentes de reducción al NAD*; el NADH 
transportar equivalentes de reducción desde el NADH citasólico a ta esultante es oxidado por la cadena respiratoria; @ el oxalacetato formado 


matriz mitocondrial se utifiza en higado, riñón y corazón. 
citosol entra en el espacio intermembrana a través de A 


parti o puede pasar directamente al citoso!. @ El oxalace- 
€ Atore Fra rimero a aspartato que puede salir vía el transporta- 
membrana externa íporinas), y a contin vación pasa dos equivalentes de 


reducción al oxalacetato produciendo malato.G) El malato atraviesa ta con lo que compieta el ciclo y el glutamato producido en la misma reac- 
membrana interna por el transportador de malato-ar-cetoglutarato. @ En ción entra en la matriz mediante e! transportador de glutamato-aspartato. 

E La energía conservada en un gradiente de protones E La membrana mitocondrial interna es impermeable 
puede impulsar el transporte de solutos contra gradien- al NADH y al NAD+, pero se transportan equivalentes de 
te a través de una membrana. NADH desde el citosol a la matriz por una de dos lanza- 


deras. Los equivalentes de NADH que se transportan 
mediante la lanzadera del malato-aspartato entran en la 


Espacio Glucólisis cadena respiratoria por el Complejo 1 dando una razón 
tre id | P/O de 2,5; los que se transportan por la lanzadera del 
glicerol 3-fosfato entran por la ubiquinona y dan una 

NAD+ NADH + H' razón P/O de 1,5 


glicerol 


o 19.3 Regulación de la fosforilación 
dl oxidativa 
C=0 
Glicerol Dihidroxiacetona | La fosforilación oxidativa sintetiza la mayor parte del 
3-fosfato fosfato CH2—O—(P) 


ATP que se produce en las células aeróbicas. La oxida- 


glicerol 3-fosfato 


deshidrogenasa 
mitocondrial 


FIGURA 19-32 Lanzadera del glicerol-3-fostato. Este medio alterna- 
tivo para transportar equivalentes de reducción desde el citosol a la 
cadena respiratoria actúa en músculo esquelético y en cerebro. En el 
citosol, la dihidroxiacetona fosfato acepta dos equivalentes de reducción 
del NADH en una reacción catalizada por la glicerol 3-fosfato deshidro- 
genasa citosótica. Un isozima de la glicerol 3-fostato deshidrogenasa 
unido a la cara exterior de la membrana interna transfiere dos equivalen- 
tes de reducción desde el glicero!-3-fosfato del espacio intermembrana a 
la ubiquinona. Observe que esta lanzadera no necesita sistemas de 
transporte de membranas. 


Pe - y 
b O å 


Matriz (lado n} 


ción completa de una molécula de glucosa a CO, da 
lugar a la formación de 30 ó 32 ATP (Tabla 19-5). En 
comparación, la glucólisis en condiciones anaeróbicas 
(fermentación láctica) genera sólo dos ATP por glucosa. 
Resulta evidente que la evolución de la fosforilación 
oxidativa originó un enorme incremento en la eficiencia 
energética del catabolismo. La oxidación completa a 
CO, del derivado del coenzima A y del palmitato (16:0), 
que también se da en la matriz mitocondrial, da un ren- 
dimiento de 108 ATP por palmitil-CoA (véase la Tabla 
17-1). Se puede realizar un cálculo similar del rendi- 
miento en ATP para la oxidación de cada uno de los 
aminoácidos (Capítulo 18). Las vías oxidativas aeróbi- 
cas que acaban en la transferencia de electrones al O, 
junto a la fosforilación oxidativa son las responsables de 
la mayor parte del ATP que se produce en el catabolis- 
mo. Por lo tanto, es absolutamente esencial que se 
regule la producción de ATP en la fosforilación oxidati- 
va para adaptarse a las necesidades fluctuantes de ATP 
de la célula. 


La fosforilación oxidativa está regulada por las 
necesidades celulares de energía 


La tasa respiratoria (consumo de 0,) en la mitocondria 
está bajo una regulación precisa; está limitada general- 
mente por la disponibilidad de ADP como sustrato de la 
fosforilación. La dependencia de la velocidad de consu- 
mo de O, con la concentración de ADP, el aceptor del P, 
(Fig. 19.20b), denominada control por aceptor de la 
respiración, puede ser espectacular. E unos tej 
animales la razón del control por 

ción de la velocidad máxima de consumó de 0, indue 
por ej ADP a la velocidad basal en ausencia de ADP, es 
al menos de 10. 

La concentración intracelular de ADP es una medi- 
da del estatus energético de la célula. Otra medida 
relacionada con ella es la razón de la acción de masas 
del sistema ATP-ADP: [ATPJ/([ADP1[P 1). Normalmente 
este cociente es muy elevado de modo que el sistema 
ATP-ADP está casi completamente fosforilado. Cuando 
aumenta la velocidad de algunos procesos que requie- 
ren energía (síntesis de proteínas, por ejemplo), se 
produce un aumento en la velocidad de degradación del 
ATP a ADP y P, disminuyendo la razón de la acción de 
masas. Con más ADP disponible para la fosforilación 
oxidativa aumenta la velocidad de la respiración, lo que 
da lugar a la regeneración de ATP. Ésta continúa hasta 
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que la razón de acción de masas vuelve a su valor eleva- 
do normal, punto en el que la respiración vuelve a 
hacerse más lenta. La velocidad de oxidación de los 
combustibles celulares está regulada con tal sensibili- 
dad y precisión que la razón [(ATPD/C[ADP][P)) fluctúa 
sólo ligeramente en la mayoría de tejidos, incluso duran- 
te variaciones extremas en la demanda de energía. En 
pocas palabras, el ATP se forma a la misma velocidad en 
que es requerido por las actividades celulares. 


Una proteína inhibidora impide la hidrólisis de ATP 
durante la hipoxia 


Ya hemos encontrado la ATP sintasa como una bomba de 
protones impulsada por ATP (véase la Fig. 11-37) catali- 
zando el inverso de la síntesis de ATP. Cuando una célu- 
la está hipóxica (privada de oxígeno), tal como sucede 
en un infarto de miocardio o un ictus, see hace más lenta 
la transferencia de electrones al oxígeno y lo mismo 
sucede con el bombeo de protones. La fuerza pro- 
tón-motriz desaparece al poco rato. En estas condicio- 
nes la ATP sintasa podría operar en sentido inverso, 
hidrolizando ATP producido por la glucólisis para bom- 
bear protones hacia el exterior y causando una disminu- 
ción desastrosa en los niveles de ATP. Esto no se produ- 
ce gracias a un inhibidor proteico pequeño (84 aminoá- 
cidos), [F , que se une simultáneamente a dos moléculas 
de ATP sintasa inhibiendo su actividad ATPasa 
(Fig. 19-33). IF, sólo es inhibidora en su forma diméri- 
ca, que está favorecida a un pH inferior a 6,5. En una 
célula sin oxígeno, la principal fuente de ATP es la glucó- 
TROND que los ácidos pirúvico o láctico así formados 
isminuyen el pH en el citosol y la matriz mitocondrial. 
Esto favorece la dimerización de IF, que lleva a la inhibi- 
ción de la actividad ATPasa de la ATP sintasa, impidiendo 
de este modo la hidrólisis despilfarradora de ATP. Cuan- 
do se reanuda el metabolismo aeróbico se hace más lenta 
la formación de pirúvico, el pH del citosol aumenta, se 
desestabiliza el dímero de IF, y desaparece la inhibición 
de la ATP sintasa. IF, es una proteína intrínsecamente 
desordenada; sólo adquiere su conformación favorecida 
cuando interacciona con la ATP sintasa. 


La hipoxia conduce a la producción de ROS 
y varias respuestas de adaptación 


En las células hipóxicas se produce un desequilibrio 
entre la entrada de electrones procedentes de la oxida- 


TABLA 19-5 Rendimiento de ATP en la oxidación completa de la glucosa 

Proceso Producto directo ATP finales 
A NU 
| Glucólisis 2 NADH (citosólico) 305 
| 2 ATP 2 
| Oxidación del piruvato (dos por glucosa) 2 NADH (matriz mitocondrial) 5 
` Oxidación del acetil-CoA en el ciclo del ácido cítrico 6 NADH (matriz mitocondrial) 15 

(dos por glucosa) 2 FADH, 3 

2 ATP o 2 GTP 2 

| Rendimiento total por glucosa 30 o 32 


Si se utiliza la lanzadera malato/aspartato para 
lanzadera del glicerol 3-fosfato, el rendimiento es 3 ATP. 


transferir equivalentes de reducción a la mitocondria, el rendimiento es 5 ATP Si se utiliza la 
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FIGURA 19-33 Estructura de la F'-ATPasa bovina en un complejo con 
su proteina reguladora IF. Se ven aquí dos moléculas de F, desde el 
lado r al igual que en la Figura 19-25c. El inhibidor IF, (rojo) se une a la 
interfase af de las subunidades en la conformación difostata (ADP) 
(a-ADP y B-ADP), congelando los dos complejos F, y, por tanto, bio- 
queando la hidrólisis del ATP (y la síntesis). (Partes de HF, que no se 
pudieron resolver en los cristales de F, se muestran (rojo claro) tal como 
aparecen en cristales de IF, aislado). Este complejo sólo es estable a! bajo 


pH citosólico característico de las células que están produciendo ATP por . 


glucólisis; cuando se reanuda el metabolismo aeróbico, el pH citosólico 
aumenta, se desestabiliza el inhibidor y se activa la ATP sintasa [Fuente: 
De PDB ID 10HH, E. Cabezon et al., Nature Struct. Biol. 10:744, 2003.1 


ción de combustibles en la matriz mitocondrial y la 
transferencia de electrones al oxígeno molecular lo que 
da lugar a un incremento en la formación de especies de 
oxígeno reactivas (ROS). Además del sistema de la glu- 
tatión peroxidasa (Fig. 19-18), las células tienen otras 


dos líneas de defensa contra las ROS (Fig. 19-34). Una 
es la regulación de la piruvato deshidrogenasa (PDH), 
enzima que aporta acetil-CoA al ciclo del ácido cítrico 
(Capítulo 16). En condiciones hipóxicas, la PDH quina- 
sa fosforila la PDH mitocondrial inactivándola y dismi- 
nuyendo el suministro de FADH, y NADH del ciclo del 
ácido cítrico a la cadena respiratoria. Una segunda 
forma de impedir la formación de ROS es el reemplazo 
de una subunidad del Complejo IV, conocida como 
COX4-1 por otra subunidad, COX4-2, que está mejor 
adaptada a las condiciones hipóxicas. Con COX4-1, las 
propiedades catalíticas del Complejo IV son óptimas 
para la respiración con concentraciones normales de 
oxígeno; con COX4-2, se optimiza el Complejo IV para 
operar en condiciones hipóxicas. 

Los cambios en la actividad PDH y en el contenido 
de COX4-2 del Complejo IV están promovidos por HIF- 
1, el factor iducible por la hipoxia. HIF-1 (otra proteína 
intrínsecamente desordenada) se acumula en las célu- 
las hipóxicas y, actuando como factor de transcripción, 
desencadena un aumento en la síntesis de PDH quinasa, 
COX4-2 y una proteasa que degrada COX4-1. HIF-1 es 
un regulador general de la homeostasis del O,. Recuer- 
de que también interviene en loscambios en el transpor- 
te de glucosa y en los enzimas glucolíticos que producen 
el efecto Warburg, la dependencia de la glucólisis (no de 
la respiración mitocondrial) para la producción de ATP, 
incluso en presencia de oxígeno suficiente (véase el 
Recuadro 14-1). 


Cop KPaTIon o 


de otros enzimas y proteinas. 
Transportador * 
de glucosa | 
Glucosa 
Enzimas 
glucolíticos - ATP ds 
l egrada 
Aumenta la producción Proteasa —» la subunidad 
lactato de ATP por la glucólisis. COXA4-1 
VEES 
o des | Piruvato Subunidad Reemplaza 
COX4-2 a COX4-1 
FIGURA 19-34 El factor inducible por la hipoxia Í piruvato 
(HIF-D regula la expresión génica para reducir la | deshidrogenasa Las propiedades del 
formación de ROS. En condiciones de baja concen- Pm. Complejo IV se adaptan 
i t m inasa : a la baja pO}. 
tración de oxigeno (hipoxia), se sintetiza HiF-1 en Acetil-CoA 
mayor cantidad y actúa como factor de transcripción fa AS O, 
que incrementa la síntesis del transportador de glu- y Cidodel \ NADH, cadena respiratoria 
j a . , ? åcido a t -2 >-=2-—-—-—> Complejo !V 
cosa, enzimas glucolíticos, piruvato deshidrogenasa \ citrico j FADH) Fa ` 
quinasa (PDH quinasa), lactato deshidrogenasa, una y a 4 y 
proteasa que degrada la subunidad COX4-1 de la `~-  Desciendeel flujo 0, 00H H20 
citocromo oxidasa y la subunidad COX4-2 de la cito- 0. 
NADH y FADH, Disminuye la 
cromo oxidasa. Estos cambios contrarrestan la for- ala cadena producción de ROS. 
mación de ROS al disminuir el suministro de NADH respiratoria. 


y FADH, y hacer que la citocromo oxidasa del Com- miai 


la transcripción 
de HIF-1. 


ÅHiF-1 


HiF-1 aumenta ia transcripción 


H Disminución del 
. ' flujo a través de 


. Aumento del flujo 
a través de la ruta 


plejo IY sea más efectiva. [Fuente: Información de D. Aumento de 
A Harris Bioenergetics at a Glance p. 36, Blackwell la transcripción 
Science, 1995.] 


la ruta 


Cuando estos mecanismos para contrarrestar las 

ROS son msuficientes, debido a mutación genéti- 
ca que afecta una de las proteínas protectoras o en 
condiciones de muy elevada producción de ROS, la 
función mitocondrial está en peligro. Se cree que las 
lesiones mitocondriales intervienen en el envejecimien- 
to, fallo cardíaco, ciertos casos raros de diabetes (des- 
critos más adelante) y varias enfermedades genéticas 
heredadas por vía materna que afectan al sistema ner- 
vioso, $ 


Las rutas de formación de ATP están reguladas de forma 
coordinada 


Las principales rutas catabólicas tienen mecanismos 
reguladores solapados y concertados que les permiten 
funcionar conjuntamente en una forma económica y 
autorreguladora para la producción de ATP y precurso- 
res biosintéticos. Las concentraciones relativas de ATP 
y ADP controlan no sólo las velocidades de transferen- 
cia electrónica y fosforilación oxidativa sino también 
las velocidades del ciclo del ácido cítrico, oxidación del 
piruvato y glucólisis (Fig. 19-35). Donde quiera que 
haya un incremento en el consumo de ATP aumenta la 
velocidad de transferencia electrónica y de fosforila- 
ción oxidativa. Simultáneamente, aumenta la velocidad 
de oxidación del piruvato vía ciclo del ácido cítrico, con 
lo que aumenta el flujo de electrones hacia la cadena 
respiratoria. Estos procesos pueden, a su vez, provocar 
un aumento en la velocidad de glucólisis aumentando la 
velocidad de formación del piruvato ndo la 

sión del ADP a ATP disminuye en de 
ADP, el control por aceptor hace ` 
rencia de electrones y con ello la fosforilación oxidati- 
va. La glucólisis y el ciclo del ácido cítrico también 
disminuyen su velocidad porque el ATP es un inhibidor 
alostérico del enzima glucolítico fosfofructoquinasa-1 
(véase la Fig. 15-16) y de la piruvato deshidrogenasa 
(véase la Fig. 16-19). 

La fosfofructoquinasa-1 es también inhibida por el 
citrato que es el primer intermediario del ciclo del ácido 
cítrico. Cuando el ciclo está “en reposo” el citrato se 
acumula en la mitocondria y a continuación se transpor- 
ta al citosol. Cuando se elevan las concentraciones cito- 
sólicas de ATP y citrato se produce una inhibición 
alostérica concertada de la fosfofructoquinasa-1 que es 
mayor que la suma de sus efectos individuales, disminu- 
yendo la velocidad de la glucólisis. 


r] - 


RESUMEN 19.3 Regulación de la fosforilación oxidativa 


M La fosforilación oxidativa está regulada por las 
necesidades energéticas celulares. La [ADP] intracelu- 
lar y la razón de acción de masas [ATPY((ADPJP I) son 
indicadores del estatus energético de la célula. 

© En células hipóxicas (privadas de oxígeno), un inhi- 
bidor proteico bloquea la hidrólisis de ATP por la ATP 
sintasa operando en sentido inverso, impidiendo así una 
caída drástica en la [ATP]. 

E Las respuestas de adaptación a la hipoxia, a través 
de HIF-1, hacen más lenta la transferencia de electro- 
nes a la cadena respiratoria y modifican el Complejo IV 
para que actúe de manera más eficiente en condiciones 
de baja concentración de oxígeno. 
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FIGURA 19-35 Regulación de las vías productoras de ATP. Este dia- 
grama muestra la regulación coordinada de la glucólisis, oxidación del 
piruvato, ciclo del ácido cítrico y fosforilación oxidativa por las concen- 
traciones relativas de ATP, ADP y AMP y por NADH. Alta [ATP] (o baja 
[ADP] y [AMPJ) disminuyen ia velocidad de glucólisis, oxidación del 
piruvato, oxidación del acetato vía ciclo del ácido cítrico y fosforilación 
oxidativa. Las cuatro rutas están aceleradas cuando hay un aumento en 
la velocidad de utilización del ATP con un incremento en la formación de 
ADP, AMP y P. La capacidad del citrato de inhibir tanto la glucólisis 
como el ciclo del ácido cítrico refuerza la acción del sistema de los 
nucleótidos de adenina. Además, el aumento de [NADH] y [acetil-CoA] 
también inhiben la oxidación del piruvato a acetil-CoA y razones 
[NADHI/[NAD elevadas inhiben las reacciones de las deshidrogena- 
sas del ciclo del ácido cítrico (véase la Fig. 16-19). 


E Las concentraciones de ATP y ADP marcan la velo- 
cidad de transferencia electrónica a través de la cadena 
respiratoria, vía una serie de controles entrelazados 
sobre la respiración, glucólisis y ciclo del ácido cítrico. 
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19.4 Las mitocondrias en la 
termogénesis, síntesis de esteroides 
y apoptosis 


Aunque la producción de ATP es una función central de 
las mitocondrias, estos orgánulos tienen otras funciones 
que, en tejidos específicos o en determinadas circuns- 
tancias , también son cruciales. En el tejido adiposo, las 
mitocondrias generan calor para proteger órganos vita- 
les de la baja temperatura ambiente; en las glándulas 
suprarrenales y en las gónadas, las mitocondrias son el 
sitio de la síntesis de hormonas esteroideas y en la 
mayoría de tejidos son participantes clave en la apopto- 
sis (muerte celular programada). 


Las mitocondrias desacopladas del tejido adiposo marrón 
producen calor 


Hemos visto anteriormente que la respiración se hace 
más lenta cuando la célula tiene un suministro adecua- 
do de ATP. Existe una excepción notable e instructiva a 
esta regla general. En la mayoría de mamíferos, incluido 
el hombre, los recién nacidos tienen un tipo de tejido 
adiposo denominado tejido adiposo marrón (BAT; p. 
923) en el que la oxidación de combustibles no sirve 
para producir ATP sino para generar calor y mantener 
caliente al recién nacido. Este tejido adiposo especiali- 
zado es marrón debido a la presencia de grandes canti- 
dades de mitocondrias y, por consiguiente, de citocro- 
mos cuyos grupos hemo absorben fuerterm la luz 
visible. OP 

Las mitocondrias del tejido adiposo ón son 
igual que las demás mitocondrias de otras células de 
mamiferos en todos los aspectos, a excepción de que 
tienen una proteína particular en su membrana interna. 
La proteína desacoplante 1 (UCP1) proporciona 
una vía para que los protones vuelvan a la matriz sin 
pasar por el complejo F F, (Fig. 19-36). El resultado 
de este cortocircuito de protones es que la energía de 
oxidación no se conserva mediante la formación de ATP 
sino que se disipa en forma de calor que contribuye al 
mantenimiento de la temperatura corporal (véase la 
Fig. 23-16). Los animales hibernantes también depen- 
den de las mitocondrias desacopladas del BAT para 
generar calor durante sus largos períodos de letargo 
(véase el Recuadro 17-1). Volveremos al papel de la 
UCP1 cuando discutamos la regulación de la masa cor- 
poral en el Capítulo 23 (pp. 940-941). 


Las monooxigenasas P-450 mitocondriales catalizan 
las hidroxilaciones de esteroides 


La mitocondria es el sitio de reacciones biosintéticas 
que producen hormonas esteroideas, entre ellas las hor- 
monas sexuales, glucocorticoides, mineralocorticoides y 
hormona de la vitamina D. Estos compuestos se sinteti- 
zan a partir del colesterol o un esterol relacionado en 
una serte de hidroxilaciones catalizadas por enzimas de 
la familia del citocromo P-450 (véase el Recuadro 
21-1) que poseen todos ellos un grupo hemo crítico (su 
absorción a 450 nm da el nombre a esta familia). En las 
reacciones de hidroxilación, se incorpora un átomo del 
oxígeno molecular al sustrato mientras que el segundo 


Espacio 
intermembrana (lado p) 


UCP1 


Matriz (lado n) 


FIGURA 19-36 Generación de calor por mitocondrias desacopladas. 
La proteina desacoplante de las mitocondrias del tejido adiposo marrón 
al proporcionar una ruta alternativa para que los protones vuelvan a 
entrar en la matriz mitocondrial, hace que la energía conservada por el 
bombeo de protones se disipe en forma de calor. 


átomo se reduce a H,O, lo que hace que los citocromos 
P450 sean enzimas monooxigenasas: 


R—H + O, + NADPH + H* —> R—OH + H,O + NADP+ 


En esta reacción se oxidan dos especies: NADPH y 
R—H. 

Existen docenas de enzimas P-450, situados todos 
ellos en la membrana mitocondrial interna con su sitio 
catalítico expuesto a la matriz. Las células esteroidogé- 
nicas están rellenas de mitocondrias especializadas en 

íntesis de esteroides; las mitocondrias son general- 

que las de otros tejidos y tienen mem- 
internas más extensas y replegadas (Fig. 19-37). 

La ruta del flujo electrónico en el sistema P-450 
mitocondrial es complejo y en él intervienen una fla- 
voproteína y una proteína ferro-sulfurada que trasporta 
electrones desde el NADPH al hemo del P-450 
(Fig. 19-38). Todos los enzimas P-450 tienen un grupo 
hemo, que interacciona con el O, y un sitio de unión de 
sustrato que le confiere especificidad. 

y En el retículo endoplasmático de los hepatocitos 
LS se encuentra otra gran familia de enzimas P-450. 
Estos enzimas catalizan reacciones similares a las reac- 
ciones de los P-450 mitocondriales, pero entre sus sus- 
tratos se incluye una gran variedad de compuestos 
hidrofóbicos, muchos de los cuales son xenobióticos, 
compuestos que no se encuentran en la naturaleza pero 
que se sintetizan industrialmente. Los enzimas P-450 
del RE tienen especificidades de sustrato muy amplias 
y solapadas. La hidroxilación de los compuestos hidro- 
fóbicos los hace más hidrosolubles con lo que pueden 
ser eliminados por los riñones y excretados en la orina. 
Entre los sustratos de estas P-450 oxigenasas se 
encuentran muchos medicamentos comunes. El meta- 
bolismo por parte de los enzimas P-450 limita el tiempo 
de vida del medicamento en el torrente circulatorio y 
sus efectos terapéuticos. Los humanos difieren en su 
dotación genética de enzimas P-450 en el RE y en la 
extensión en la que se han inducido ciertos enzimas 
P-450, como por ejemplo debido a una historia de con- 
sumo de alcohol. En principio, por tanto, la genética y la 
historia personal de un individuo podrían figurar en la 
determinación de la dosis terapéutica de un medica- 
mento; en la práctica esta adaptación precisa de la 
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FIGURA 19-37 Mitocondrias de la glándula suprarrenal, especializa- 
das en la sintesis de esteroides, Tal como se ven en esta micrografía 
eletrónica de una sección fina de la glándula suprarrenal, las mitocon- 
drias son abundantes y tienen crestas abundantes lo que proporciona 
una gran superficie para los enzimas P-450 de la membrana interna 
[Fuente: Don Fawcett/Science Source. ] 


dosificación no es aún factible económicamente, si bien 
podría llegar a serlo. Y 


Las mitocondrias son de importancia crucial en el inicio 
de la apoptosis 

La apoptosis, también llamada muerte celular pro- 
gramada, es un proceso mediante el que células indivi- 
duales mueren por el bien del organismo por ejemplo, 
en el transcurso de un desarrollo embrigaari 

tiempo que el organismo conserva } 


moleculares de la célula (aminoácidos? TucleStidu8 


etc.). La apoptosis pede ser provocada por una señal 
externa que actúa sobre un receptor de la membrana 
plasinática o mediante procesos internos tales como 
lesiones en el DNA, una infección vírica, estrés oxidati- 
vo por la acumulación de ROS u otro estrés tal como el 
choque térmico. 

Las mitocondrias juegan un papel crucial en el 
desecadenamiento de la apoptosis. Cuando un agente 
estresante da la señal para la muerte celular, una conse- 
cuencia temprana es un aumento de la permeabilidad 
de la membrana mitocondrial externa que permite la 
salida del citocromo c del espacio intermembrana al 
citosol (Fig. 19-39). El aumento de la permeabilidad se 
debe a la apertura del complejo del poro de transi- 
ción de la permeabilidad (PTPC), una proteína con 
múltiples subunidades de la membrana externa; su 


t 
NADP reductasa 


(FADH)) 


NADPH Adrenodoxina Adrenodoxina P-450 
+ H+ reductasa {2Fe-25] hidroxilasa 
(FAD) (reducida) (oxidada) H-0 
O, 
Adrenodoxina Adrenodoxina P-450 


[2Fe-25] 
(oxidada) 


apertura y cierre están afectados por varias proteínas 
que estimulan o suprimen la apoptosis. Cuando se libera 
al citosol, el citocromo c interacciona con monómeros 
de la proteína Apaf-1 (factor 1 activador de la pro- 
teasa de la apoptosis ), lo que lleva a la formación de 
un apoptosoma compuesto por siete moléculas de 
Apaf-1 y siete moléculas de citocromo c. El apoptosoma 
proporciona la plataforma sobre la que el proenzima 
procaspasa-9 se activa a caspasa-9, un miembro de una 
familia de proteasas muy específicas, las caspasas, 
implicadas en la apoptosis. Estas proteasas comparten 
un residuo Cys crítico en su sitio activo y todas cortan 
proteínas sólo en el lado carboxilo terminal de residuos 
Asp, de ahí el nombre de “caspasas”. La caspasa-9 inicia 
una cascada de activaciones proteolíticas, con una cas- 
pasa activando una segunda caspasa y ésta, a su vez, 
activando una tercera y así sucesivamente (véase la Fig. 
12-40). (Esta función del citocromo c en la apoptosis es 
un caso claro de segunda actividad “tenue”, “moonligh- 
ting”, en la que una proteína tiene dos funciones dife- 
rentes en la célula; véase el Recuadro 16-1). 


RESUMEN 19.4 Papel de la mitocondria en la termogénesis, 
síntesis de esteroides y apoptosis 


© En el tejido adiposo marrón de los recién nacidos, la 
transferencia de electrones está desacoplada de la sín- 
tesis de ATP por lo que la energía de la oxidación de los 
combustibles se disipa en forma de calor. Los animales 
que hibernan utilizan esta estrategia para evitar la con- 


elación 
AM asos de reacciones de hidroxilación en la sín- 


esis de las hormonas esteroideas en los tejidos esteroi- 
dogénicos (glándula suprarrenal, gónadas, hígado y 
riñón) tienen lugar en mitocondrias especializadas. 
E El citocromo c mitocondrial, liberado al citosol, par- 
ticipa en la activación de la caspasa-9, una las proteasas 
que intervienen en la apoptosis. 


19.5 Genes mitocondriales: 
su origen y efectos de las mutaciones 


Las mitocondrias tienen su propio genoma, una molécula 
circular de DNA de doble cadena (mtDNA). Cada una de 
las cientos o miles de mitocondrias de una célula típica 
tiene unas cinco copias de este genoma. Hay 37 genes 
(16.569 pb) en el cromosoma mitocondrial humano (Fig. 
19-40) incluidos 13 que codifican subunidades de proteí- 


hidroxilasa 
(reducida) 


FIGURA 19-38 Ruta del flujo de electrones en las reacciones del citocromo P-450 mitocondrial de la glánduta suprarrenal. Se transfieren dos elec- 
trones desde el NADPH a la adrerodoxina reductasa, una flavoproteína que contiene FAD, la cual pasa los electrones, de uno en uno,a la adrenodaxina, 
una pequeña proteína 2Fe-25 soluble. La adrenodoxina pasa electrones individuales a la citocromo P-450 hidroxilasa, que interacciona directamente con 


el O, y el sustrato (R-H) formando tos productos H,O y R-OH. 
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nas de la cadena respiratoria (Tabla 19-6); los restantes 
genes codifican moléculas de rRNA y tRNA esenciales 
para la maquinaria sintetizadora de proteínas de la mito- 
condria. Para sintetizar estas 13 subunidades proteicas, 


TABLA 19-6 Proteinas respiratorias codific 


j 
| Complejo 
| I NADH deshidrogenasa 


TI Succinato deshidrogenasa 
| 
TIT Ubiquinona-citocromo c oxidorreductasa 
IV Citocromo oxidasa 


l V ATP sintasa 


| 


FIGURA 19-39 Papel del citocromo c en la apoptosis. El citocromo c 
es una pequeña proteína mitocondrial soluble, localizada en el espacio 
intermembrana, que transporta electrones entre los Complejos ill y tY 
durante la respiración, En un papel totalmente diferente, tal como se 
describe aquí, actúa como desencadenante de la apoptosis al estimular 
la activación de una familia de proteasas denominadas caspasas. 
[Fuente: Información de $. }. Riedl y G. S. Salvesen, Nature Rev.Mal. Cell 
Biol. 8:409, 2007, Fig. 3.7 


las mitocondrias tienen sus propios ribosomas, claramen- 
te diferentes de los del citoplasma. La gran mayoría de 
proteínas mitocondriales, unos 1.100 tipos diferentes, 
están codificadas por genes nucleares, se sintetizan en 
ribosomas citoplasmáticos y seguidamente se importan y 
organizan dentro de la mitocondria (Capítulo 27). 


Las mitocondrias evolucionaron a partir de bacterias 
endosimbióticas 


La existencia del DNA mitocondrial, ribosomas y tRNA 
apoya la hipótesis sobre el origen endosimbiótico de las 
mitocondrias (véase la Fig. 1-40) que supone que los 
primeros organismos capaces de metabolismo aeróbico, 
incluida la producción de ATP ligada a la respiración, 
eran bacterias. Los eucariotas primitivos que vivían 
anacróbicamente (por fermentación) adquirieron la 
capacidad de llevar a cabo la fosforilación oxidativa 
cuando establecieron una relación simbiótica con bacte- 
rias que vivían en su citosol. Tras un larg período de 
evolución y traslado de muchos genes bacterianos al 
icleo del eucariota “huésped”, las bacterias endosim- 
o canon finalmente en mitocondrias. 
ON ie supone que bacterias primitivas que 
vivían libremente tenían la maquinaria enzimática para 
la fosforilación oxidativa. Además, predice que sus des- 
cendientes bacterianos modernos han de tener cadenas 
respiratorias muy similares a las de los eucariotas 
modernos. Ello es así. Las bacterias aeróbicas llevan a 
cabo la transferencia de electrones ligada a NAD desde 
sustratos al O, acoplada a la fosforilación del ADP cito- 
sólico. Las deshidrogenasas están localizadas en el cito- 
sol bacteriano, y la cadena respiratoria en la membrana 
plasmática. Los transportadores electrónicos translocan 
protones al exterior a través de la membrana plasmática 
al tiempo que transfieren electrones al O,. Bacterias 
tales como Æ. coli tienen complejos F F, en sus mem- 
branas plasmáticas; la porción F, sobresale en el citosol 
y cataliza la síntesis de ATP a partir de ADP y P, a medi- 
da que los protones fluyen de nuevo hacia el interior de 
la célula a través del canal protónico de F. 
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La salida de protones ligada a la respiración a través 
de la membrana plasmática bacteriana también suminis- 
tra la fuerza motora para otros procesos. Ciertos sistema 
de transporte bacterianos llevan a capta NA 
nutrientes extracelulares (lactosa, RN 
un gradiente de concentración en co-transporte pa 
con protones (véase la Fig. 11-39). Y el movimiento rota- 
cional de los flagelos bacterianos lo proporcionan “turbi- 
nas de protones”, motores rotatorios moleculares impul- 
sados no por el ATP sino directamente por el potencial 
electroquímico transmembrana generado por el bombeo 
protónico ligado a la respiración (Fig. 19-41). Parece 
probabie que los mecanismos quimiosmóticos aparecie- 
ron pronto, antes de la aparición de los eucariotas. 


En el DNA mitocondrial se acumulan mutaciones 
a lo largo de la vida del organismo 


La cadena respiratoria es el principal productor de espe- 
cies de oxígeno reactivas en las células por lo que el 
contenido mitocondrial, incluido el genoma mitocon- 
drial, está sujeto a la máxima exposición, y a las lesiones, 
por ROS. Además, el sistema de replicación del DNA 
mitocondrial es menos efectivo que el sistema nuclear 
en la corrección de errores producidos durante la repli- 
cación así como en la reparación de las lesiones del DNA. 
En consecuencia, los defectos en el mtDNA se acumulan 
a lo largo del tiempo. Una teoría sobre el envejecimiento 
es que esta acumulación gradual de defectos es la causa 
principal de muchos de los “síntomas” del envejecimien- 
to entre los que se cuentan, por ejemplo, una debilita- 
ción progresiva de los músculos esquelético y cardíaco. 
Una característica exclusiva de la herencia mito- 
condrial es la variación entre células individuales, y 
entre un organismo individual y otro, en los efectos de 
una mutación en el mtDNA. Una célula típica tiene cien- 
tos o millares de mitocondrias, cada una con múltiples 


OTRO 


FIGURA 19-40 Genes mitocondriales y mutaciones. 
(a) Mapa del DNA mitocondrial humano en el que se 
muestran los genes que codifican proteínas del Complejo 
|, la NADH deshidrogenasa (NDT a ND6); el citocromo b 
del Complejo lIl (cyt b); las subunidades de la citocromo 
oxidasa (Complejo iY) (CO! a COHN, y dos subunidades 
de la ATP sintasa (ATPase6 y ATPase8). Los colores de 
los genes corresponden a los colores de los complejos 
mostrados en la Fig, 19-7 También se muestran aquí los 
genes de los RNA ribosómicos (rRNA) y de una serie de 
RNA de transferencia específicos de la mitocondria; la 
especificidad de los tRNA está indicada mediante el 
código de una letra para los aminoácidos. Las flechas 
indican las posiciones de mutaciones que provocan la 
neuropatía óptica hereditaria de Leber (LHON) y la epi- 
lepsia miociónica y la enfermedad de tas fibras rojas ras- 
gadas (MERRF). Los números en paréntesis indican la 
posición de los nucleótidos alterados (el nucleótido 
número 1 está en la parte superior del círculo y la nume- 
ración transcurre en sentido antihorario). [Fuente: infor- 
mación de M. A. Morris. J Clin. Neuroophthalmol. 
10:159, 1990.] 


copias de su propio genoma (Fig. 19-2b). Los animales 
heredan esencialmente todas sus mitocondrias del pro- 
genitor hembra. Los huevos son grandes y contienen 
entre 10% y 10% mitocondrias mientras que los esperma- 
son mucho más pequeños y contienen muchas 
menos mitocondrias, del orden de 100 a 1.000. Además, 
existe un mecanismo activo para marcar las mitocon- 
drias procedentes de los espermatozoides para su 
degradación en el huevo fertilizado. Inmediatamente 
después de la fertilización, los fagosomas maternos 
migran hacia el sitio de entrada del espermatozoide, 
rodean las mitocondrias masculinas y las degradan. 
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FIGURA 19-41 Rotación de los flagelos bacterianos por la fuerza 
protón-motriz. El eje y anillos de la base del flagelo constituyen un 
motor rotatorio que se ha denominado una «turbina de protones». Los 
protones lanzados al exterior por la transferencia electrónica fluyen de 
nuevo a la célula a través de la turbina haciendo que gire el eje del fia- 
gelo. Este movimiento difiere fundamentalmente del movimiento del 
músculo y del daos flagelos y cilios 'eucarióticos en tos que la hidrólisis 
de ATP es la tuéñfe de energía. 
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Suponga que en un organismo hembra, se produce 
una lesión en un genoma mitocondrial de una célula 
germinal de la que se desarrollan oocitos, de modo que 
la célula germinal contiene principalmente mitocon- 
drias de tipo silvestre pero también hay una mitocon- 
dria con un gen mutante. Durante la maduración del 
oocito, a medida que esta célula germinal y sus descen- 
dientes se dividen repetidamente, la mitocondria defec- 
tuosa se replica y su progenie, todas defectuosas, se 
distribuyen al azar en las células hijas. Finalmente, las 
células huevo maduras contienen diferentes proporcio- 
nes de la mitocondria defectuosa. Cuando se fertiliza 
una Célula huevo y experimenta la multitud de divisio- 
nes del desarrollo embrionario, las células somáticas 
resultantes difieren en su proporción de mitocondrias 
mutantes (Fig. 19-42a). Esta heteroplasmia (en con- 
traposición con la homoplasmia, en la que cada geno- 
ma mitocondrial es el mismo en todas las células) da 
lugar a fenotipos mutantes con diversos grados de gra- 
vedad. Las células (y tejidos) que contienen mayorita- 
riamente mitocondrias de tipo silvestre tienen el fenoti- 
po silvestre; son esencialmente normales. Otras células 
heteroplásmicas tendrán fenolipos intermedios, algu- 
nos casi normales, otros anormales (con una elevada 
proporción de mitocondrias mutantes) (Fig. 19-42b). Si 
el fenotipo anormal está asociado con una enfermedad 
(véase más adelante), los individuos con la misma 
mutación del mtDNA pueden tener síntomas de grave- 
dad diferente, según el número y distribución de las 
mitocondrias afectadas. 
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de tipo salvaje ` 
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Algunas mutaciones en los genomas mitocondriales 
producen enfermedades 


Alrededor de 1 por cada 5.000 personas tienen 

una mutación en una proteína mitocondrial que 
da lugar a una enfermedad al reducir la capacidad de la 
célula para generar ATP. Cada vez hay un número mayor 
de estas enfermedades que se pueden atribuir a muta- 
ciones de los genes mitocondriales (Fig. 19-43). Algu- 
nos tejidos y tipos celulares (neuronas, miocitos tanto 
del músculo esquelético como del cardíaco y las células 
8 del páncreas) toleran menos que otras la disminución 
en la producción de ATP por lo que se ven más afectadas 
por mutaciones de las proteínas mitocondriales. 

Un grupo de enfermedades genéticas, conocidas 
como encefalomiopatías mitocondriales, afectan 
principalmente al cerebro y al músculo esquelético. 
Estas enfermedades se heredan invariablemente de la 
madre ya que, tal como se ha dicho anteriormente, todas 
las mitocondrias del embrión en desarrollo provienen del 
huevo. La rara enfermedad neuropatía óptica heredi- 
taria de Leber (LHON) afecta al sistema nervioso 
central, incluidos los nervios ópticos, con pérdida de la 
visión bilateral, al principio de la adolescencia. Un solo 
cambio de base en el gen mitocondrial ND4 (Fig. 19-40) 
cambia un residuo Arg por un residuo His en un polipép- 
tido del Complejo I siendo el resultado que las mitocon- 
drias son parcialmente defectuosas en la transferencia 
de electrones desde el NADH a la ubiquinona. Aunque 
estas mitocondrias son capaces de producir algo de ATP 


pueden suministrar ATP en cantidad 
A mantener el metabolismo neuronal, 
incluido « el nervio óptico, que es muy activo. Un solo 
cambio de base en el gen mitocondrial del citocromo b, 


FIGURA 19-42 Heteroplasmia en los genomas mitocondriales. (a) 
Cuando se fertiliza una célula huevo madura, todas las mitocondrias de 
la célula diptoide resultante (zigoto) son de origen materno; nunca pro- 
ceden del esperma. Si una parte de las mitocondrias maternas tienen un 
gen mutante, la distribución al azar de las mitocondrias durante las divi- 
siones celulares posteriores producen algunas células hijas que contienen 
mayoritariamente mitocondrias mutantes, algunas con mitocondrias 
mayoritariamente de tipo salvaje y algunas entre un extremo y el otro; 
así, las células hijas muestran diversos grados de heteroplasmía. (b) Gra- 
dos diferentes de heteroplasmia producen diferentes fenotipos celulares. 
Esta sección de tejido muscular humano es de un individuo con cito- 
cromo oxidasa defectuosa. Las células se han teñido de modo que las 
células de tipo salvaje sean azules y las células con citocromo oxidasa 
mutante sean marrones. Tal como muestra la micrografía, diferentes célu- 
las del mismo tejido están afectadas en grados diferentes por la mutación 
mitocondrial. [Fuente: Cortesía de Rob Taylor. Reproducido con permniso 
de R. W. Taylor y D. M. Turnbull, Nature Rev. Genet. 6:389, 2005. Fig. 2a.] 
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FIGURA 19-43 Mutaciones que producen enfermedades 
mitocondriales. Las mutaciones en genes que codifican protei- 
nas mitocondriales pueden producir enfermedades que afectan a 
muchos órganos y sistemas orgánicos. [Fuente: información de $. B. 
Vafai y V. K. Mootha, Nature 491:374, 2012.] 


un componente del Complejo II, también produce 
LHON lo que demuestra que la patologíaie la enf 
dad es el resultado de una reducción de ; 
ción mitocondrial y no específicamente de 
la transferencia electrónica a través del Complejo 1. 

Una mutación (en ATP6) que afecta el poro de pro- 
tones de la ATP sintasa produce velocidades bajas de 
síntesis e ATP mientras que la cadena respiratoria per- 
manece intacta. El estrés oxidativo debido al suministro 
continuo de electrones desde el NADH aumenta la pro- 
ducción de ROS y las lesiones causadas por ROS a las 
mitocondrias estabiecen un círculo vicioso. La mitad de 
individuos con este gen mutante mueren a los pocos 
días o meses después del nacimiento. 

La enfermedad de la epilepsia mioclónica y de 
la fibra roja rota (MERRF) está producida por una 
mutación en el gen mitocondrial que codifica un tRNA 
específico para lisina (tRNA). Esta enfermedad, 
caracterizada por sacudidas musculares incontrolables, 
es el resultado de la producción defectuosa de varias 
de las proteínas sintetizadas utilizando tRNA mitocon- 
driales. Las fibras del músculo esquelético de los indi- 
viduos con MERRF tienen mitocondrias con formas 
anormales que, a veces, contienen estructuras para- 
cristalinas (Fig. 19-44). Se piensa que otras mutacio- 
nes en los genes mitocondriales son las responsables del 
debilitamiento muscular progresivo que caracteriza la 
miopatía mitocondrial, así como del aumento de tamaño 
y deterioro del músculo cardíaco en la cardiomiopatía 
hipertrófica. 

Si se sabe que una futura madre es portadora de un 
gen mitocondrial patogénico, la técnica de la donación 
de mitocondrias puede evitar el pase del gen mutante a 
su descendiente. Se transplantan microscópicamente 
los genes nucleares de la futura madre al huevo enu- 


mask A) 


cleado de un donante con mitocondrias sanas y, a conti- 
nuación, se fertiliza el huevo in vitro y se transplanta el 
embrión resultante al útero de la madre. Este y otros 
procedimientos similares de “niño con tres padres”, que 
se aprobaron en el Reino Unido en 2015, provocan dis- 
cusiones éticas que son objeto de fuerte polémica. 

Mutaciones en cualquiera de los aproximadamente 
1.100 genes nucleares que codifican proteínas mitocon- 
driales también pueden tener como resultado enferme- 
dades mitocondriales. Por ejemplo, una mutación en 
una de las proteínas codificadas en el núcieo del Com- 
plejo IV, COX6B1, produce defectos graves en el desa- 
rrollo del cerebro y paredes engrosadas del músculo 
cardíaco. Otros genes nucleares codifican proteínas 
esenciales para la formación de los complejos mitocon- 
driales. Mutaciones en estos genes pueden dar lugar a 
enfermedades mitocondriales graves Y 


Defectos en las mitocondrias de las células 3 
pancreáticas pueden ser causa de diabetes 


El mecanismo que regula la liberación de msulina 
de las células 4 pancreáticas depende de la con- 
centración de ATP en esas células. Cuando la concentra- 
ción de glucosa sanguínea es elevada, las células Y cap- 
tan glucosa que oxidan mediante la glucólisis y el ciclo 
del ácido cítrico, aumentando la [ATP] por encima de un 
nivel umbral (Fig. 19-45 ). Cuando la [ATP] excede este 
umbral, se cierra un canal de K* regulado por ATP de la 
membrana plasmática, despolarizando la membrana y 
desencadenando la liberación de insulina (Fig. 23-28). 


TRAN 8 pancreáticas con defectos en la fosforila- 
A va no pueden aumentar la [ATP] por encima 


del umbral con lo que el déficit en la liberación de insu- 
lina produce diabetes. Por ejemplo, defectos en el gen de 
la glucoquinasa, el isozima hexoquinasa IV presente en 
las células $8, da lugar a una forma rara de diabetes, 
denominada MODYZ2 (véase el Recuadro 15-3); la baja 
actividad de la glucoquinasa impide la generación de una 
[ATP] por enzima del umbral lo que bloquea la secreción 
de insulina. Mutaciones en los genes del tRNA! o tRNA- 
le" mitocondriales también impiden la producción mito- 
condrial de ATP por lo que la diabetes mellitus tipo 2 es 
frecuente en individuos con estos defectos (aunque 
estos casos sólo constituyen una fracción muy pequeña 
de todos los casos de diabetes). 


FIGURA 19-44 inclusiones paracristalinas en una mitocondria 
MERRF. Micrografia electrónica de una mitocondria anormal! mús- 
culo de un individuo con MERRF, en la que se ven las inclusiones protei- 
cas paracristalinas presentes, 'a veces, en las mitocondrias mutantes. 
[Fuente: D. Wallace et al, Cel! 55:601, 1988. O Elsevier] 
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FIGURA 19-45 Un defecto mitocondrial impide la secreción de insu- 
lina. En la situación norma! aquí descrita, cuando aumenta la glucosa 
sanguínea, aumenta la producción de ATP en las células 8, El ATP, al blo- 
quear los canales de K*, despolariza la membrana plasmática abriendo 
así los canales de Ca” regulados por voltaje. La entrada de Ca” resul- 
tante desencadena la exocitosis de vesiculas secretoras que contienen 
insulina, liberando insulina. Cuando la fosforilación oxidativa es defec- 
tuosa en las células 6, la [ATP] nunca es suficiente para desencadenar 
este proceso con lo que no se libera insulina. 


Cuando la nucleótido de nicotinamida „Gor 


nasa, que es parte de la defensa mitocondrial contra las 
ROS (véase la Fig. 19-18), es genéticamente defectuosa, 
la acumulación de ROS daña la mitocondria, disminuye la 
producción de ATP y bloquea la liberación de insulina por 
las células 3 (Fig. 19-45). Las lesiones causadas por ROS, 
entre las que se encuentran las lesiones en el mtDNA, 
también pueden estar en la base de otras enfermedades 
humanas; hay algunas pruebas de su intervención en las 
enfermedades de Alzheimer, Parkinson y Huntington y 
en el fallo cardíaco, así como en el envejecimiento. Y 


RESUMEN 19.5 Genes mitocondriales: 
su origen y efectos de las mutaciones 


E Una pequeña proporción de las proteínas mitocon- 
driales humanas, 13 en total, están codificadas en el 
genoma mitocondrial y se sintetizan en el interior de la 
mitocondria. Unas 1.100 proteínas mitocondriales están 
codificadas en genes nucleares y se importan a la mito- 
condria después de su síntesis. 

E Las mitocondrias surgieron de bacterias aeróbicas 
que establecieron una relación endosimbiótica con 
eucariotas primitivos. 

E En el genoma mitocondrial s acumulan mutaciones 
a lo largo de la vida del organismo. Mutaciones en los 
genes nucleares o mitocondriales que codifican compo- 
nentes de la cadena respiratoria, ATP sintasa y el siste- 
ma de eliminación de ROS, e incluso en los genes de 
tRNA, producen diversas enfermedades humanas que, a 
menudo, afectan con mayor severidad al músculo, cora- 
zón, células 8 pancreáticas y cerebro. 


E Es posible combinar las mitocondrias de una mujer 
con los genes nucleares de otra para crear un huevo sin 
una mutación que daría lugar a una enfermedad mito- 


condnal. 


2 Términos clave 


Todos los términos en negrita están definidos en el glosario. 


teoría 
quimiosmótica 707 


cadena respiratoria 708 
favoproteína 710 


citocromo oxidasa 716 
criomicroscopia 

electrónica 720 
fuerza protón-motriz 721 
ATP sintasa 725 


equivalente 
de reducción 710 F, ATPasa 728 
ubiquinona catálisis rotacional 729 
(coenzima Q, Q) 710 modelo del cambio 
citocromos 711 de fijación 731 
proteína razón P/O 738 
ferro-sulfurada 712  "azónP/e 738 
proteína ferro-sulfurada lanzadera del 
de Rieske 712 malato-aspartato 739 
Complejo 1 714 lanzadera del glicerol 
NADH 3-fosfato 739 
deshidrogenasa 714 control por aceptor 737 
vectorial 714 razón de acción 
Complejo II 715 de masas (Q) 737 
succinato tejido adiposo marrón 
deshidrogenasa 715 (BAT) 740 
especies reactivas de proteína desacopladora 1 
oxígeno (ROS) 716 (UCP1) 740 
ical superóxido citocromo P-450 740 
xenobióticos 740 
Lo a, Y 
complejo del apoptosoma 741 
citocromo bc, 716 —caspasa 741 
ciclo Q 721 heteroplasmia 744 
Complejo IV 721 homoplasmia 744 


E Problemas 


1. Reacciones de oxidación-reducción El complejo I, la 
NADH deshidrogenasa de la cadena respiratoria mitocondrial, 
promueve la siguiente serie de reacciones de oxidación-reduc- 
ción, en las que Fe” y Fe% representan el hierro de los centros 
ferro-sulfurados, Q es la ubiquinona, QH, el ubiquinol y E es el 
enzima: 

(1) NADH + H* + E-FMN —> NAD+ + E-FMNH, 

(2) E-FMNHz + 2Fe?” —> E-FMN + 2Fe** + 2H* 

(3) 2Fe?* + 2H* + Q —> 2Fe** + QH, 

Suma: NADH + H* + Q —> NAD* + QH; 


Para cada una de las tres reacciones catalizadas por el 
complejo de la NADH deshidrogenasa, identifique (a) el dador 
electrónico, (b) el aceptor electrónico, (c) el par redox conju- 
gado, (d) el agente reductor y (e) el agente oxidante. 


2. Todas las partes de la ubiquinona tienen una 
función En la transferencia electrónica sólo la porción qui- 
nona de la ubiquinona experimenta óxido-reducción; la ca- 
dena isoprenoide permanece sin cambios, ¿Cuál es la función 
de esta cadena? ý nu” 


3. Utilización de FAD en lugar de NAD’ en la oxidación 
del succinato Todas las deshidrogenasas de la glucólisis y 
del ciclo del ácido cítrico utilizan NAD* (E” para NAD'/NADH 
= -0,32 V) como aceptor electrónico excepto la succinato des- 
hidrogenasa que utiliza FAD unido covalentemente (£” para 
FAD/FADH, en este enzima = 0,050 V). Sugiera por qué el FAD 
es un receptor electrónico más adecuado que el NAD* en la 
deshidrogenación del succinato basándose en los valores de 
E” del par fumarato/succinato (£” = 0,031), el par NAD*/ 
NADH y el par FAD/FADH, de la succinato deshidrogenasa. 


4. Grado de reducción de los transportadores electróni- 
cos en la cadena respiratoria El grado de reducción de 
cada transportador electrónico de la cadena respiratoria viene 
determinado por las condiciones existentes en la mitocondria. 
Por ejemplo, cuando NADH y O, son abundantes, el grado de 
reducción en el estado estacionario de los transportadores dis- 
minuye a medida que los electrones pasan desde el sustrato al 
O,. Cuando se bloquea la transferencia de electrones, los 
transportadores anteriores al bloqueo quedan más reducidos 
mientras que los de detrás quedan más oxidados (véase la Fig. 
19-6). Para cada una de las condiciones que se dan a continua- 
ción, prediga el estado de oxidación de la ubiquinona y los ci- 
tocromos b, C, C y a +a. 

(a) Suministro abundante de NADH y O, pero con adición 

de cianuro 

(b) Suministro abundante de NADH pero O, agotado 

(c) Suministro abundante de O, pero NADH agotado 

(d) Suministro abundante de NADH y O, 


5. Efecto de la rotenona y antimicina A sobre la transfer- 
encia electrónica La rotenona, produ P7 j 
algunas plantas inhibe fuertemente la NADH deMdf5y 
mitocondrias de insectos y peces. La antimúei A 
tico tóxico, inhibe fuertemente la oxidación del ibiyind. 

(a) Explique por qué la ingestión de rotenona es letal para 
algunas especies de insectos y de peces. 

(b) Explique por qué la antimicina A es un veneno. 

(c) Suponiendo que la rotenona y la antimicina A son 
igualmente efectivas en el bloqueo de sus sitios respectivos en 
la cadena de transporte electrónico ¿cuál debería ser un ve- 
neno más potente? Explíquelo. 


6. Desacoplantes de la fosforilación oxidativa En las mi- 
tocondrias normales la velocidad de transferencia electrónica 
está estrechamente acoplada a la demanda de ATP. Cuando la 
velocidad de utilización de ATP es relativamente baja, la velo- 
cidad de transferencia electrónica es baja; cuando aumenta la 
demanda de ATP, la velocidad de transferencia electrónica au- 
menta. En estas condiciones de estrecho acoplamiento, el nú- 
mero de moléculas de ATP producidas por átomo de oxígeno 
consumido cuando el dador electrónico es el NADH (la razón 
P/O) es próximo a 2,5. 

(a) Prediga el efecto de una concentración relativamente 
baja y de una concentración relativamente alta de un agente 
desacoplante sobre la velocidad de transferencia electrónica y 
sobre la razón P/O. 

(b) La ingestión de desacoplantes produce gran sudora- 
ción y un aumento de la temperatura corporal. Explique este 
fenómeno en términos moleculares. ¿Qué le sucede a la razón 
P/O en presencia de desacoplantes? 

(c) El desacoplante 2,4-dinitrofenol se recetó en un 
tiempo como fármaco para la reducción de peso. ¿Cómo puede 
actuar este agente, en principio, como ayuda para la reducción 
de peso? Los agentes desacoplantes ya no se recetan porque 
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con su uso se produjeron algunas muertes. ¿Por qué la inges- 
tión de agentes desacoplantes puede causar la muerte? 


7. Efectos de la valinomicina sobre la fosforilación oxi- 
dativa Cuando se añade el antibiótico valinomicina (véase la 
Fig. 11-42) a mitocondrias en respiración activa, ocurren va- 
rias cosas: disminuye la producción de ATP, aumenta la veloci- 
dad del consumo de O,, se libera calor y aumenta el gradiente 
de pH a través de la membrana interna mitocondrial. ¿Cómo 
actúa la valinomicina, como un desacoplante o como un inhibi- 
dor de la fosforilación oxidativa? Explique las observaciones 
experimentales en función de la capacidad de transferir iones 
K* a través de la membrana mitocondrial interna. 


8. La concentración de ADP celular controla la síntesis 
de ATP Aunque tanto el ADP como el P, son necesarios para la 
síntesis de ATP, la velocidad de síntesis depende principalmente 
de la concentración de ADP pero no de la de P, ¿Por qué? 


9. Ventajas de los supercomplejos en la transferencia 
electrónica Hay cada vez más pruebas de que los Complejos 
I, O, UI y IV mitocondriales forman parte de un supercomplejo 
más grande. ¿Cuál podría ser la ventaja de tener los cuatro 
complejos dentro de un supercomplejo? 


10. ¿Cuántos protones hay en una mitocondria? La 
transferencia de electrones funciona translocando protones 
desde la matriz mitocondrial al medio exterior estableciendo 
un gradiente de pH a través de la membrana interna ( el exte- 
rior más ácido que el interior). La tendencia de los protones a 
difundir de nuevo desde el exterior a la matriz es la fuerza 
motriz para la síntesis de ATP por la ATP sintasa. Durante la 
fosforilación oxidativa por una suspensión de mitocondrias en 


APh Año. pH 7,4, el pH interno de la matriz era 7,7. 
Sl cule la [H*] en el medio externo y en la matriz en 


estas condiciones. 

(b) ¿Cuál es la razón exterior: interior en la [H*]? Comente 
sobre la energía inherente en esta diferencia de concentra- 
ción. (Sugerencia: vea la Ec. 11-4, p. 413). 

(c) Calcule el número de protones en una mitocondria 
hepática en respiración suponiendo que el compartimiento de 
la matriz interna es una esfera de 1,5 ¡um de diámetro. 

(d) A partir de estos datos ¿considera que el gradiente de 
pH por sí solo es suficientemente grande para generar ATP? 

(e) En caso contrario, ¿puede indicar de qué modo puede 
surgir la energía necesaria para la síntesis de ATP? 


11. Velocidad de recambio del ATP en el músculo de cora- 
zón de rata El músculo de corazón de rata que opera aeróbi- 
camente cubre más del 90% de sus necesidades de ATP por 
fosforilación oxidativa. Cada gramo de tejido consume O, a la 
velocidad de 10,0 umolímin cuando el combustible es la glucosa. 

(a) Calcule la velocidad a la que el músculo de corazón 
consume glucosa y produce ATP. 

(b) Si la concentración en el estado estacionario de ATP 
en el músculo cardíaco de rata es 5,0 ¡¿molg de tejido, calcule 
el tiempo requerido (en segundos) para el recambio completo 
del fondo celular de ATP. ¿Qué es lo que indica este resultado 
acerca de la necesidad de una estrecha regulación de la pro- 
ducción de ATP? (Nota: Las concentraciones se expresan en 
micromoles por gramo de tejido muscular ya que la mayor 
parte del tejido es agua). 


12. Velocidad de degradación del ATP en el músculo 
volador de insecto La producción de ATP en los músculos 
voladores de la mosca Lucilia sericata es casi exclusivamente 
el resultado de la fosforilación oxidativa. Durante el vuelo, se 
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necesitan 187 mL de O,/h-g de peso corporal para mantener 
una concentración de ATP de 7,0 mol/g de músculo volador. 
Suponiendo que los músculos voladores representan el 20% del 
peso de la mosca, calcule la velocidad a la que se recambia el 
ATP del músculo volador. En ausencia de fosforilación oxida- 
tiva ¿cuánto tiempo duraría la reserva de ATP? Suponga que los 
equivalentes de reducción se transfieren desde la lanzadora del 
glicerol-3-fosfato y que el O, está a 25°C y 101,3 kPa (1 atm). 


13. Elevada concentración de alanina en sangre 

asociada a defectos de la fosforilación oxida- 
tiva Se ha encontrado que la mayoría de individuos con de- 
fectos genéticos en la fosforilación oxidativa tienen 
concentraciones relativamente elevadas de alanina en su san- 
gre. Explique esto en términos bioquímicos. 


14. Compartimentalización de los componentes del ciclo 
del ácido cítrico La isocitrato deshidrogenasa se encuentra 
únicamente en la mitocondria, pero la malato deshidrogenasa 
se encuentra tanto en la mitocondria como en el citosol. ¿Cuál 
es el papel de la malato deshidrogenasa citosólica? 


15. Movimiento transmembrana de equivalentes de re- 
ducción En condiciones aeróbicas, el NADH extramitocondrial 
se ha de oxidar a través de la cadena de transporte electrónico 
mitocondrial. Considere una preparación de hepatocitos de rata 
que contienen mitocondrias así como todos los enzimas del cito- 
sol. Si se introduce [4-"H]NADH, aparece rápidamente radiacti- 
vidad en la matriz mitocondrial Sin embargo, si se introduce 
[7-"C]NADH no aparece radiactividad en la matriz. ¿Qué nos 
dicen estas observaciones acerca de la oxidación de NADH ex- 
tramitocondrial por la cadena de transporte electrónico? 
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16. Reservas de NAD y actividades deshidrogenasa Aun- 
que tanto la piruvato deshidrogenasa como la gliceraldehí- 
do-3-fosfato deshidrogenasa utilizan NAD* como aceptor de 
electrones, los dos enzimas no compiten por la misma reserva 
de NAD celular. ¿Por qué? 


17. Sistema de transporte malato-a-cetoglutarato El 
sistema de transporte que lleva malato y a-cetoglutarato a 
través de la membrana mitocondrial interna (véase la Fig. 19- 
31) es inhibido por el n-butilmalonato. Suponga que se añade 
n-butilmalonato a una suspensión aeróbica de células de riñón 
que utilizan exclusivamente glucosa como combustible. Pre- 
diga el efecto de este inhibidor sobre (a) la glucólisis, (b) el 
consumo de oxígeno, (c) la formación de lactato, y (d) la sín- 
tesis de ATP. 


18. Escalas de tiempo en los procesos reguladores de la 
mitocondria Compare las probables escalas de tiempo para 
los ajustes en la velocidad de respiración causados por (a) 
aumento en la [ADP] y (b) reducción de pO,. ¿Qué es lo que 
explica la diferencia? 


19. Efecto Pasteur Cuando se añade O, a una suspensión 
anaeróbica de células que utilizan glucosa a una velocidad ele- 
vada, la velocidad de consumo de glucosa desciende de ma- 
nera espectacular a medida que se consume el O, añadido. 


Además, cesa la producción de lactato. Este efecto, observado 
primeramente por Louis Pasteur en la década de 1860, es ca- 
racterístico de la mayoría de células capaces del catabolismo 
de la glucosa tanto en forma aeróbica como anaeróbica. 

(a) ¿Por qué cesa la acumulación de lactato después de la 
adición de 0,? 

(b) ¿Por qué la presencia de O, disminuye la velocidad de 
consumo de glucosa? 

(c) ¿De qué forma el inicio del consumo de O, hace que la 
velocidad de consumo de glucosa sea más lenta? Explíqueio en 
función de enzimas específicos. 


20. Mutantes de levadura deficientes en respiración y 
producción de etanol Se pueden generar mutantes de leva- 
dura deficientes en respiración (p; “petites”) a partir de pro- 
genitores de tipo salvaje mediante tratamiento con agentes 
mutagénicos. Los mutantes no tienen citocromo oxidasa, un 
déficit que afecta de manera drástica su comportamiento me- 
tabólico. Un efecto sorprendente es que la fermentación no es 
suprimida por el O,, es decir, los mutantes no muestran el 
efecto Pasteur (véase el problema 19). Algunas compañías es- 
tán muy interesadas en utilizar estos mutantes en la fermenta- 
ción de astillas de madera para producir etanol como 
combustible. Explique las ventajas del uso de estos mutantes 
en lugar de la cepa de levadura salvaje en las producciones de 
etanol a gran escala, ¿Por qué la falta de citocromo oxidasa 
anula el efecto Pasteur? 


21. Enfermedad mitocondrial y cáncer Mutacio- 
El nes en los genes que codifican ciertas proteínas mito- 
condriales están asociadas a una elevada incidencia de algunos 
ipos de cáncer, ¿De qué modo podrían las mitocondrias defec- 
áncer? 


22. Gravedad variable de una enfermedad mito- 
condrial Diferentes individuos afectados por una en- 
fermedad causada por el mismo defecto específico del genoma 
mitocondrial pueden tener síntomas que van de leve a grave. 
Explique el por qué. 


23. Diabetes como consecuencia de defectos mi- 

tocondriales La ghicoquinasa es esencial para el me- 
tabolismo de la glucosa en las células 4 pancreáticas. Los 
humanos con dos copias defectuosas del gen de la glucoqui- 
nasa muestran una diabetes neonatal severa, mientras que los 
que sólo tienen una copia defectuosa del gen tienen una forma 
de enfermedad mucho más leve (diabetes de los jóvenes de 
aparición madura, MODY2). Explique esta diferencia en fun- 
ción de la biología de la célula £. 


24. Efectos de mutaciones en el Complejo II mi- 

tocondrial Cambios en un único nucleótido del gen 
de la succinato deshidrogenasa (Complejo II) se asocian con 
tumores cancerígenos del intestino medio. Sugiera un meca- 
nismo que explique esta observación. 


EE Problema de análisis de datos 


25. Identificación de una proteína crucial para la activ- 
idad de la ATP sintasa Gran parte de nuestro conocimiento 
sobre los pasos de la cadena respiratoria y mecanismo de la 
ATP sintasa se consiguiereron diseccionando la ruta mediante 
el uso de diversos inhibidores y desacoplantes (véase la Tabla 
19-4} así corno mutantes bacterianos. En este problema vere- 
mos cómo Robert Fillingame utilizó la diciclohexilearbodii- 
mida (DCCD) y mutantes de Æ. coli resistentes a sus efectos 


para identificar los componentes que después se denominaron 
subunidades c de la porción F de la ATP sintasa. 

La DCCD reacciona con los grupos carboxilo de las cade- 
nas laterales de los residuos Asp y Glu. Cuando se añade 
DCCD a una suspensión de mitocondrias intactas en respira- 
ción activa, la velocidad de transferencia electrónica (medida 
por el consumo de O,) y la velocidad de producción de ATP 
disminuyen de manera espectacular. Si se añade ahora una 
solución de 2,4-dinitrofeno! (DNP) a la preparación, el con- 
sumo de O, vuelve a la normalidad, pero la producción de ATP 
continúa inhibida. 

Explique el efecto del DNP sobre la preparación mitocon- 
drial inhibida. 

¿Qué proceso es inhibido por la DCCD, la transferencia 
electrónica o la síntesis de ATP? 

E. coli realiza la fosforilación oxidativa con una maquina- 

ria notablemente similar a la de los mamíferos, si bien Æ. coli 
se somete mucho más fácilmente a la selección por mutación. 
La adición de DCCD a un cultivo de E. coli de tipo salvaje 
(cepa AN180) en crecimiento aeróbico bloquea el crecimiento 
en una forma que depende del tiempo y la dosis. 
Fillingame seleccionó una mutante de E. coli (RF-7) resis- 
tente a la DCCD en la que el crecimiento aeróbico solo dismi- 
nuía ligeramente en presencia de DCCD. A continuación, 
necesitó demostrar que el componente resitente a la DCCD en 
sus cepas de E. coli era la ATP sintasa. Aisló la fracción de 
membrana de las cepas de tipo salvaje y RF-7 y midió la activi- 
dad ATPasa en presencia y ausencia de DCCD. Encontró una 
inhibición dependiente del tiempo y de la dosis de la actividad 
ATPasa en la fracción de membrana del tipo salvaje, pero no 
en la fracción de membrana de la RF-T. 
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la fracción de membrana vaciada y no a una proteína de la 
fracción solubilizada con ditiotreitol. 

Para identificar la proteína sensible a la DCCD, Fillingame 
expuso membranas intactas de E.coti del tipo salvaje (AN180) 
y de RF-7 a DCCD marcada con !*C, a continuación utilizó 
SDS-PAGE para separar las proteínas. Cortó el gel en tiras 
delgadas desde el fondo hasta la parte superior y determinó el 
contenido en **C de cada tira, medido en desintegraciones por 
minuto (dpm) por tira de gel de 2 mm. Los resultados se re- 
presentan abajo. Las flechas indican citocromo c, utilizado 
como marcador de masa molecular; los picos 1 y I, picos de 
interés y BPR, azul de bromofeno!l, un colorante que indica el 
frente de la muestra a medida que se desplaza en el gel. Se 
marcaron muchas proteínas de cada muestra con [**C]DCCD 
(medido en dpm, desintegraciones por minuto) 
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actividad ATP sintasa? 

La proteína de unión de DCCD del mutante RF-7 ¿está 

ausente o solo alterada? 
Fillingame quiso saber si la proteína sensible a la DCCD era 
una parte integral de la membrana o se podía solubilizar en la 
fracción que contenía la actividad ATPasa. Preparó fracciones 
de "membranas vaciadas” (sin ATPasa) y de “ATPasa soluble” 
tanto de células de tipo salvaje como de mutante RF-7, tra- 
tando membranas intactas con ditiotreitol. Midió la actividad 
ATPasa en las membranas nativas, en las membranas vaciadas 
y en sistemas reconstituidos mezclando las membranas vacia- 
das con la fracción soluble de la cepa de tipo salvaje o del 
mutante RF-7. Tanto las membranas nativas como los siste- 
mas reconstituidos tenían actividad ATPasa; las fracciones de 
membranas vaciadas tenían muy poca actividad. Habiendo 
establecido que todas las combinaciones de sistemas recons- 
tituidos tenían una actividad ATPasa similar, Fillingame aña- 
dió entonces DCCD para ver qué combinaciones eran 
inhibidas. 

¿Qué resultados esperaría si la proteína de unión de DCCD 
se encontrase en las membranas vaciadas? ¿Qué esperaría si 
estuviese en la fracción soluble? 

Los resultados fueron claros. Para las membranas vacia- 
das de células de tipo salvaje, la ATPasa reconstituida era sen- 
sibie a la DCCD, independientemente de la fuente de la 
fracción soluble. Para las membranas vaciadas de las células 
mutantes, la ATPasa reconstituida era insensible a la DCCD. 
Por tanto, la sensibilidad a la DCCD se debe a una proteína en 


K—_ 


Número de tira 

¿Cómo supo Fillingarme qué proteína(s) marcada(s) eran 
de interés? 

Cuando repitió el experimento utilizando “membranas va- 
ciadas”, preparadas como antes, encontró que la misma pro- 
teína estaba marcada específicamente en la fracción de tipo 
salvaje. ¿Por qué era necesario este paso? 

Se encontró que la proteína de interés tenía una M, de apro- 
ximadamente 9 kDa y que era fácilmente soluble en un disolvente 
apolar (cloroformo/metano). ¿Qué pudo deducir Fillingame so- 
bre la estructura, localización y topología de esta proteína? 

En trabajos posteriores, Fillingame encontró que el resi- 
duo que reacciona con la DCCD en la proteína es Asp*. Un 
mutante de E.coli en el que esta proteína tiene un residuo Ser 
sustituyendo Ala™ es mucho menos sensible a la inhibición por 
DCCD que la del tipo salvaje. ¿Qué explicación puede dar para 
esta observación? 

Estudios exhaustivos de esta proteína inhibida por DCCD 
han demostrado que constituye una parte importante de la 
F F, ATP sintasa de bacterias, plantas y animales. ¿Cuál es su 
papel en la fosforilación oxidativa? 


Referencias 

Fillingame, R.H. 1975. Identification of the dicy- 
clohexyicarbodiimide-reactive protein component of 
the adenosine 5'-triphosphate energy-transducing sys- 
tem of Escherichia coli. J. Bacteriol. 124:370-883, 


Bibliografía complementaria en: www.nacmillaanlearning.comvLehningerBiochemistry7e 


CAPÍTULO 20 


Fotosintesis y síntesis 
de glúcidos en plantas 


———— e e 


Hay herramientas, disponibles on-line, para el auto-estudio que le ayudarán a practicar lo que han aprendido y que reforzarán 
los conceptos del capítulo. Vaya a www. macmillanlearning com/LehningerBiochemistry7e 


20.1 Absorción de la luz 752 
20.2 Centros de reacción fotoquímicos 758 
20.3 Síntesis de ATP por fotofosforilación 769 
20,4 Evolución de la fotosíntesis oxigénica 771 
20.5 Reacciones de asimilación del carbono 775 
20.6 Fotorrespiración y rutas C, y CAM_7 
20.7 Biosíntesis de almidón, sacarosa NÓ 


o 
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emos llegado ahora a un cambio radical en nues- 

tro estudio del metabolismo celular. Hasta el 

momento, en la Parte li hemos discutido de qué 
modo los principales combustibles metabólicos —glúci- 
dos, ácidos grasos y aminoácidos- se degradan a través 
de rutas catabólicas convergentes para entrar en el 
ciclo del ácido cítrico y ceder sus electrones a la cadena 
respiratoria, impulsando la síntesis de ATP mediante 
fosforilación oxidativa. Contemplamos ahora la síntesis 
de ATP acoplada al flujo de electrones hasta el oxígeno 
impulsado por la luz y, a continuación, las rutas ana- 
bólicas, que utilizan la energía química en forma de ATP 
y NADH o NADPH para sintetizar componentes celula- 
res a partir de moléculas precursoras más sencillas. Las 
vías anabólicas son, generalmente, reductoras más que 
oxidativas. Catabolismo y anabolismo tienen lugar 
simultáneamente y en un estado estacionario dinámico, 
por lo que la reducción de componentes celulares que 
producen energía se equilibran con los procesos biosin- 
téticos que crean y mantienen el intrincado orden de las 
células vivas. 

La captura de la energía solar por los organismos 
fotosintéticos y su conversión en la energía química de 
los compuestos orgánicos reducidos es la fuente última 
de casi toda la energía biológica y de los precursores 
orgánicos en la tierra. La evolución de la fotosíntesis 
oxigénica (que desprende oxígeno) hace unos 2.500 


ara 


ear s= 


e a a —- - 


millones de años y el consiguiente aumento del oxígeno 
atmosférico, moideó el panorama metabólico que hemos 
heredado. Los organismos fotosintéticos y heterotrófi- 
cos viven en un estado estacionario en equilibrio en la 
biosfera (Fig. 20-1). Los organismos fotosintéticos 
atrapan la energía solar en forma de ATP y NADPH, que 
utilizan como fuentes de energía para fabricar glúcidos 
y otros compuestos orgánicos a partir de CO, y HO; 
simultáneamente, liberan O, a la atmósfera 
TION 
ani H0 LA (CH20) + O, 
Los heterótrofos aeróbicos (humanos, por ejemplo, así 
como también vegetales durante los períodos oscuros) 
utilizan el O, así formado para degradar los productos 
orgánicos de la fotosíntesis ricos en energía a CO, y 
H,O, generando ATP. El CO, vuelve a la atmósfera para 


ser usado de nuevo por los organismos fotosintéticos. 
De este modo la energía solar proporciona la fuerza 


FIGURA 20-1 La energía solar es la fuente fundamental de toda la 
energía biológica. Los organismos fotosintéticos utilizan la energía de la 
luz solar para fabricar glucosa y otros productos orgánicos que son utiliza- 
dos por ¡as células heterotróficas como fuentes de energía y de carbono. 
qra 
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impulsora para el ciclado continuo de CO, y.O, a través 
de la biosfera y proporciona los sustratos reducidos (com- 
bustibles tales como la glucosa) de los que dependen los 
organismos no fotosintéticos. 

En el capítulo empezamos con la fotosíntesis, que 
abarca dos procesos: las reacciones dependientes de 
la luz, en las que la luz solar proporciona la energía 
para la síntesis de ATP y NADPH y las reacciones de 
asimilación del carbono (o reacciones de fijación 
del carbono), en la que el ATP y el NAPH se utilizan 
para reducir el CO, a triosa fosfatos a través de una 
serie de reacciones conocidas como ciclo de Calvin 
(Fig. 20-2). La fotorrespiración es una reacción secun- 
daria no productiva que tiene lugar durante la fijación 
de O, por lo que veremos las diferentes maneras de 
evitarla por ciertas plantas. A continuación, discutire- 
mos la conversión de las triosas producidas en el ciclo 
de Calvin a sacarosa (para el transporte de azúcares) y 
almidón (para el almacenaje de energía), lo que se con- 
sigue con mecanismos análogos a los utilizados por las 
células animales para producir glucógeno. También 
describiremos la síntesis de la celulosa de las paredes 
celulares vegetales. Finalmente, consideramos cómo se 
integra el metabolismo glucídico dentro de una célula 
vegetal y a lo largo del cuerpo de la planta. 


20.1 Absorción de la luz 


El proceso de la fotofosforilación se parece a la fosfo- 
rilación oxidativa (Capítulo 19) en que el flujo de los 
electrones a través de una serie de transpo res de 
la membrana está acoplado al bombeo de pro 
duciendo la fuerza protón-motriz que propulsa la forma- 
ción de ATP. En la fosforilación oxidativa el dador elec- 
trónico es el NADH y el aceptor electrónico final es el 
O,, formando H,O. En la fotofosforilación, los electrones 
fluyen en la dirección opuesta: el H,O es el dador elec- 
trónico y se forma NADPH. ¿Cómo son posibles estos 
procesos endergónicos? 

El agua es un dador de electrones pobre, su poten- 
cial de reducción estándar es 0,816 V, comparado con 


FIGURA 20-2 Las reacciones 
dependientes de la luz de la fotosin- 
tesis generan NADPH y ATP ricos 
en energía a expensas de la energía 
solar. NADPH y ATP se utilizan en 
las reacciones de asimilación de car- 
bono, que tiénen lugar en la iuz o en 
la oscuridad, para reducir CO, y for- 
mar triosas y otros compuestos más 
complejos (tales como la glucosa) 
derivados de las triosas. 
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O La ATP sintasa utiliza el potencial 
electroquímico para sintetizar ATP 


FIGURA 20-3 Mecanismo quimiosmótico de la síntesis de ATP en 
cloroplastos. El desplazamiento de electrones a través de una cadena de 
transportadores electrónicos está impulsado por la energía de los fato- 
nes absorbidos por el pigmento verde clorofila, El flujo electrónico con- 
duce al cesplazamiento de protones y cargas positivas a través de ta 
membrana, lo que crea un potencial electroquímico. Este potencial elec- 
químico impulsa la sintesis de ATP por ia ATP sintasa ligada a la 
sicamente similar en estructura y mecanismo con 
WINN Diis La comparación con la Figura 19-1 mues- 
tra las muchas similitudes y diferencias significativas entre la sintesis 
auimiosmótica de ATP en cloroplastos y mitocondrias. 


los -0,320 Y del NADH, un buen dador electrónico. La 
fotosíntesis requiere la aportación de energía en la 
forma de luz para crear un buen dador electrónico y un 
buen aceptor electrónico. Los electrones fluyen desde 
el dador electrónico a través de una serie de transporta- 
dores unidos a la membrana, incluidos citocromos, qui- 
nonas y proteínas ferro-suifuradas, mientras que los 
protones se bombean a través de la membrana para 
crear un potencial electroquímico. La transferencia de 
electrones y el bombeo de protones están catalizados 
por un complejo de la membrana homólogo en estructu- 
ra y función al Complejo I mitocondrial. El potencial 
electroquímico así producido es la fuerza impulsora 
para la síntesis de ATP a partir de ADP y P, catalizado 
por un complejo ATP sintasa unido a la membrana muy 
similar al de las mitocondrias y bacterias. El proceso se 
resume en la Figura 20-3. 


Los cloroplastos son el sitio del flujo electrónico 

y de la fotosíntesis impulsados por la luz en los vegetales 
En las células eucarióticas fotosintéticas tanto las reac- 
ciones dependientes de la luz como las de asimilación 
de carbono tienen lugar en los cloroplastos (Fig. 
20-4), orgánulos de forma variable y que tienen, gene- 
ralmente, unos pocos micrómetros de diámetro. Al igual 
que las mitocondrias, los cloroplastos están rodeados de 
dos membranas, una membrana externa que es permea- 


(a) 


Membrana interna Membrana externa 


Tilacoides Grana 


Estroma del estroma (tilacoides granales) 


FIGURA 20-4 Cioroplasto. (a) Diagrama esquemático. (b) Micrografía 
electrónica a alta ampliación mostrando los grana que son pilas de 
membranas de tilacoides. 


ble a pequeñas moléculas e iones y una membrana 
interna que encierra el compartimiento interno. Este 
compartimiento se denomina estroma en los eloroplas- 
tos y es análogo a la matriz mitocondrial; es una fase 
acuosa que contiene la mayoría de enzimas necesarios 
en las reacciones de asimilación del carbono. A través 
de todo el estroma se encuentra un conjunto de mem- 
branas internas con muchos repliegues, análogo a las 
crestas mitocondriales; estas membranas son topológi- 
camente continuas, formando un único compartimiento 
o himen. Este complejo sistema membranoso forma 
sacos aplanados llamados tilacoides. Los tilacoides 
granales son bolsas parecidas a discos ordenados en 
pilas; están conectados por los tilacoides estromales, 
que son más planos y se disponen en forma de espiral 
alrededor de las pilas de grana. Incrustados en las mem- 
branas tilacoides, comúnmente denominadas lamelas, 
se encuentran los pigmentos fotosintéticos y complejos 
enzimáticos que llevan a cabo las reacciones dependien- 
tes de la luz y la síntesis de ATP. El sistema membrano- 
so y sus componentes incrustados están en constante 
remodelado, adaptándose a los cambios en la disponibi- 
lidad de luz y las demandas de la planta en cuanto a 
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FIGURA 20-5 Amiloplastos rellenos de almidón. Esta micrografía 
electrónica de barrido coloreada de una sección fina de patata cruda 
muestra células rellenas con amiloplastos, orgánulos en los que se aima- 
cenan los gránulos de almidón. Los gránulos de almidón de diversos teji- 
dos van de 1 a 100 um de diámetro. [Fuente: Dr. Jeremy Burgess/ 
Science Source]. 


energía y poder reductor. La membrana interna de los 
cloroplastos, como la de todos los plastidios, son imper- 
meables a las moléculas polares y cargadas. El tráfico a 
través de estas membranas está facilitado por conjuntos 
de transportadores específicos. 

Los cloroplastos no son más que uno entre diversos 
tipos de plastidios, orgánulos propios de algas y vege- 
tales. Los plastidios son orgánulos que se autorreprodu- 
cen incluidos dentro de una doble membrana y que 
contienen un pequeño genoma, el plastoma, que codi- 
fica algunas de sus proteínas. La mayor parte de proteí- 


a plastidios están codificadas por genes 
E s, que se transcriben y traducen como los 


demás genes nucleares; las proteínas se importan a con- 
tinuación a los plastidios. Los plastidios se reproducen 
por fisión binaria, replicando su plastoma (una sola 
molécula de DNA circular) y utilizan sus propios enzi- 
mas y ribosomas para sintetizar las proteínas codifica- 
das por aquel plastoma. Los amiloplastos son plasti- 
dios incoloros (es decir, carecen de clorofila y otros 
cromóforos presentes en los cloroplastos). No tienen 
membranas internas análogas a las membranas tilacoi- 
des de los cloroplastos y en los tejidos de plantas ricas 
en almidón estos plastidios están repletos de gránulos 
de almidón (Fig. 20-5). Los cloroplastos se pueden 
convertir en proplastidios por pérdida de membranas 
internas y de clorofila y los proplastidios son intercon- 
vertibles con los amiloplastos (Fig. 20-6). A su vez, 
tanto amiloplastos como proplastidios pueden desarro- 
llarse para dar cloroplastos. La abundancia relativa de 
los tipos de plastidios depende del tipo de tejido vegetal 
y de la intensidad de la iluminación. Las células de las 
hojas verdes son ricas en cloroplastos, mientras que los 
amiloplastos dominan en tejidos no fotosintéticos que 
almacenan almidón en grandes cantidades como, por 
ejemplo, los tubérculos de patata. 

En 1937, Robert Hill encontró que cuando se ilumi- 
nan extractos de hoja que contienen cloroplastos, (1) 
se desprende O, y (2) se reduce un aceptor de eleetro- 
nes no biológico añadido al medio, según la reacción 
de Hill: 


l 
2H,0 + 2A —> 2AH; + Oz 
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FIGURA 20-6 Plastidios: sus orígenes e interconversiones. Todos los 
tipos de plastidios están limitados por una doble membrana, y algunos 
(especialmente los cloroplastos maduros) tiene extensas membranas 
internas. Las membranas internas pueden perderse (como cuando un 
cloroplasto maduro se convierte en un propiastidio) y resinletizarse 
{como cuando un proplastidio da lugar a un plastidio pre-granal y, a con- 
tinuación, un cloroplasto maduro) Los proplastidios de tejidos no foto- 
sintéticos (por ejemplo, una raíz) dan lugar a amiloplastos que contienen 
grandes cantidades de almidón. Todas las células vegetales ibi plasti- 
dios, y estos orgánulos son los sitios no solo de la fotosínte: 
bién de otros procesos, tales como la síntesis de mn 
les, tiamina, piridoxal fostato, flavinas y vitaminas A, C, e 


donde A es el aceptor de electrones artificial o reactivo 
de Hill. Un reactivo de Hill, el colorante 2,6-diclorofe- 
nolindofenol, en su forma oxidada (A) es azul siendo 
incoloro en su forma reducida (AH2) lo que hace fácil 
seguir la reacción. 


cy NH 
OH OH 


Forma oxidada Forma reducida 
(azul) (incoloro) 


2,6-Dictorofenolindofenol 


Cuando se iluminaba un extracto de hojas suple- 
mentado con el colorante, el color azul se volvía incolo- 
ro al tiempo que se desprendía O,. En la oscuridad ni se 
desprendía O, ni se reducía el colorante. Ésta fue la 
primera pruebe de que la energía luminosa absorbida 
hace que fluyan electrones desde el H,O a un aceptor 
electrónico. Además, Hill encontró que no se requería 
CO, para esta reacción ni se reducía en estas condicio- 
nes a una forma estable; podía disociarse el desprendi- 
miento de O, de la reducción del CO,. Varios años más 
tarde Severo Ochoa encontró que el NADP* es el acep- 


tor electrónico biológico en los cloroplastos, según la 
ecuación 


2H,0 + 2NADP* 2 2NADPH + 2H* + O, 


Para comprender este proceso fotoquímico hemos de 
considerar primeramente el tema más general de los 
efectos de la absorción de la luz sobre la estructura 
molecular. 

La luz visible es radiación electromagnética de lon- 
gitud de onda entre 400 y 700 nm, que es una pequeña 
parte del espectro electromagnético (Fig. 20-7), yendo 
desde el violeta al rojo. La energía de un fotón indivi- 
dual (un cuanto de luz) es mayor en el extremo violeta 
del espectro que en el rojo; longitudes de onda menores 
(y mayor frecuencia) se corresponden con una mayor 
energía. La energía, E, de un fotón individual viene dada 
por la ecuación de Planck: 


E = hv = hc 


donde h es la constante de Planck (6,626 x 10-34 J-s}, v 
es la frecuencia de la luz en ciclos/s, c es la velocidad de 
la luz (3,00 x 108 m/s) y A es la longitud de onda en 
metros. La energía de un fotón de luz visible va desde 
150 kJ/einstein para la luz roja a -300 kJ/einstein para 
la luz violeta. 


EJEMPLO PRÁCTICO 20-1 MPLO PRÁCTICO 20-1 Energía de un fotón 


haii NANANA ae utilizada por las plantas vasculares tiene una lon- 
unos 700 nm. Calcule la energía en un 


s (un einstein) de luz de esta longitud 
de A y compárela con la energía necesaria para sin- 
tetizar un mol de ATP. 


Solución: La energía de un fotón individual viene dada 
por la ecuación de Planck. A una longitud de onda de 
700 x 10-9 m, la energía del fotón es 


_ [(6,626 x 10 J-s) (3,00 x 10% m/s)] 
(7.00 x 10m) 
= 284x108) 


Un einstein de luz es el número de Avogadro (6,022 x 
1023) de fotones por lo que la energía de un einstein de 
fotones a 700 nm viene dada por 


(2,84 x 107* J/fotón) (6,022 x 10% fotones/einstein) 
= 17,1 x 101 J/einstein 
= 171 kJ/einstein 


Por tanto, un “mol” de fotones de luz roja tiene unas 
cinco veces la energía necesaria para producir un mol 
de ATP a partir de ADP y Pi (30,5 kJ/mol}. 


Cuando se absorbe un fotón se eleva un electrón de 
la molécula que lo absorbe (cromóforo) a un nivel ener- 
gético superior. Esto sucede según un proceso de todo 
o nada; para ser absorbido el fotón ha de contener una 
cantidad de energía, denominada un cuanto, que iguale 
exactamente la energía de la transición electrónica. Una 
molécula que ha absorbido un fotón se encuentra en un 


Tipo de 
radiación Rayos gamma į Rayos X |- UV 


Luz visible 


Amarillo 


Violeta Azul  Añil Verde Narania 
Longitud de onda 380 430 500 560 600 
(nm) 
Energía 300 240 200 
(kJ/einstein) 


estado excitado que, en general, es inestable. Los 
electrones elevados a orbitales de energía superior 
usualmente vuelven rápidamente a sus orbitales de 
menor energía; la molécula excitada vuelve (decae) al 
estado basal estable, dejando ir el cuanto absorbido en 
forma de luz o calor o utilizándolo para realizar trabajo 
químico. La luz emitida durante el decaimiento de las 
moléculas excitadas, denominada fluorescencia, es 
siempre de una longitud de onda superior (menor ener- 
gía) que la de la luz absorbida (véase el Recuadro 12-2). 
Un modo alternativo de decaimiento importante en la 
fotosíntesis implica la transferencia directa de la ener- 
gía de excitación desde una molécula excitada a una 
molécula vecina. De la misma manera que el fotón es un 
cuanto de energía luminosa, el excitón es un cuanto de 


energía pasada desde una molécula tada a 
molécula en un proceso denominado ATI 
excitón. 


Las clorofilas absorben energía luminosa 
para la fotosíntesis 


Los pigmentos más importantes que absorben luz en las 
membranas de los tilacoides son las clorofilas, pigmen- 
tos verdes con estructuras policíclicas planas que se 
parecen a la protoporfirina de la hemoglobina (véase la 
Fig. 5-1), excepto en que la posición central está ocupa- 
da por Mg” en lugar de Fe2* (Fig. 20-8a). Los cuatro 
átomos de nitrógeno orientados hacia el interior de la 
clorofila están coordinados con el Mg** Todas las cloro- 
filas tienen una cadena lateral larga de fitol, esterifica- 
do a un grupo carboxilo sustituyente del anillo IV. Ade- 
más, las clorofilas tienen un quinto anillo de cinco áto- 
mos que no está presente en el hemo. 

El sistema de cinco anillos heterocíclicos que rodea 
el Mg* tiene una estructura poliénica extendida con 
enlaces sencillos y dobles alternantes. Este tipo de 
polienos muestra una absorción fuerte característica en 
la región visible del espectro (Fig. 20-9); las clorofilas 
tiene coeficientes de absorción molar anormalmente 
elevados (véase el Recuadro 3-1) por lo que están espe- 
cialmente capacitadas para absorber la luz visible 
durante la fotosíntesis. 

Los cloroplastos siempre contienen tanto clorofila a 
como clorofila b (Fig. 20-82). Aunque las dos son ver- 
des, sus espectros de absorción son suficientemente 
diferentes (Fig. 20-9) para que los dos pigmentos com- 
plementen sus gamas de absorción de la luz en la región 
visible. La mayoría de plantas contienen aproximada- 
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750 FIGURA 20-7 Radiación electromagnética. 
Espectro de la radiación electromagnética y energía 
de os fotones en la gama visible del espectro. Un 
einstein es 6,022 x 107 fotones. 
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mente el doble de clorofila a que de clorofila b. Los 
pigmentos de las algas y de las bacterias fotosintéticas 
contienen clorofilas que sólo difieren ligeramente de los 
pigmentos de las plantas. 

Las cianobacterias y las algas rojas utilizan ficobi.- 
linas tales como la ficoeritrobilina y la ficocianobilina 
(Fig. 20-8b) como pigmentos capturadores de luz. 
Estos tetrapirroles de cadena abierta tienen el sistema 
poliénico extendido que se encuentra en las clorofilas, 
pero no su estructura cíclica ni su Mg* central. Las 
ficobilinas están unidas covalentemente a proteínas de 
unión específicas, formando las ficobiliproteínas, 
que se asocian en complejos altamente ordenados lla- 
mados ficobilisomas que representan las principales 
estructuras de captación de luz en estos microorganis- 
mos. 

ON 
Los pigmentos accesorios aumentan la gama 


de absorción de la luz 


Además de clorofilas, las membranas tilacoides contie- 
nen pigmentos secundarios o pigmentos accesorios, 
que también absorben la luz, llamados carotenoides. Los 
carotenoides pueden ser amarillos, rojos o púrpura. 
Los más importantes son el M-caroteno, que es un 
compuesto isoprenoide de color rojo anaranjado, y el 
carotenoide amarillo luteína (Fig. 20-8c, d). Los caro- 
tenoides absorben luz de longitud de onda diferente de 
la absorbida por las clorofilas (Fig. 20-9) por lo que son 
receptores luminosos suplementarios. También prote- 
gen a otros componentes de una forma altamente reac- 
tiva del oxígeno (oxígeno singlete) que se forma cuando 
la luz intensa excede la capacidad del sistema de acep- 
tar electrones. 

La determinación experimental de la efectividad de 
la luz de diferentes colores para promover la fotosínte- 
sis da lugar a un espectro de acción (Fig. 20-10) que 
a menudo es útil para identificar el pigmento responsa- 
ble principal de un efecto biológico de la luz. Al capturar 
luz en una región del espectro no utilizada por otros 
organismos, un organismo fotosintético puede conquis- 
tar un nicho ecológico propio. Por ejemplo, las ficobili- 
nas, presentes en algas rojas y en cianobacterias, absor- 
ben luz en la región de 520 a 630 nm (Fig. 20-9), permi- 
tiendo a estos organismos vivir en nichos en los que la 
luz de longitudes de onda mayores o menores ha sido 
filtrada por los pigmentos de otros organismos que 
viven en el agua por encima de ellas o por la propia 
agua. | 
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FIGURA 20-8 Fotopigmentos primarios y secundarios. (a) Las clorofi- 
las a y b y la bacterioclorofila son los principales colectores de energía 
luminosa. (b) La ficoeritrobilina y la ficocianobilina (ficobilinas) son los 
pigmentos antena en cianobacterias y algas rojas. (c) El -caroteno (un 


La clorofila canaliza la energía absorbida a centros 
de reacción mediante transferencia de excitones 


Los pigmentos de las membranas tilacoides que absor- 
ben luz están dispuestos en conjuntos funcionales deno- 
minados fotosistemas. En los cloroplastos de espina- 
ca, por ejemplo, cada fotosistema contiene unas 200 
moléculas de clorofila y unas 50 moléculas de carotenoi- 
des. Todas las moléculas de pigmento de un fotosistema 
pueden absorber fotones, pero sólo unas pocas molécu- 
las de clorofila asociadas al centro de reacción foto- 
químico están especializadas en transducir la energía 
luminosa en energía química. Las otras moléculas de 
pigmento de un fotosistema actúan como moléculas 
antena. Absorben energía luminosa y la transmiten 
rápida y eficientemente al centro de reacción 
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CH, Entace saturado en 
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CHCH; 


rm 
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CH CH ¿AH 
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carotenoide) y (d) la luteína (una xantofila) son pigmentos accesorios 
en plantasLos sisternas conjugados (enlaces sencillos y dobles alterna- 
dos) en estas moléculas justifican en gran parte la absorción de ta luz 
visible. 


(Fig. 20-11). Unas moléculas forman parte de un com- 
plejo núcleo alrededor del centro de reacción. Otras 
forman complejos de captaci” de luz (LCH) alrede- 
dor de la periferia del complejo núcleo. La clorofila y 
otros pigmentos se encuentran siempre asociados con 
proteínas de unión específicas que fijan los cromóforos 
en función de la relación que tienen entre sí, con otros 
complejos proteicos y con la membrana. Por ejemplo, 
dada monómero del complejo de captura de luz triméri- 
co LHCH (Fig. 20-12) contiene siete moléculas de 
clorofila, cinco de clorofila b y dos de luteína. 

Las moléculas de clorofila en los complejos capta- 
dores de luz y en otras proteínas fijadoras de clorofila, 
tienen propiedades de absorción de la luz que son sutil- 
mente diferentes a las de la clorofila libre. Cuando se 
excitan por la luz moléculas de clorofila aisladas in vitro, 
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la energía absorbida se libera rápidamente en forma de 
fluorescencia y calor, pero cuando se excita la clorofila 
por la luz visible en hojas intactas (Fig. 20-13, paso O , 
se observa muy poca fluorescencia. Lo que ocurre en su 
lugar es una transferencia directa de energía desde la 
clorofila antena excitada a una molécula de clorofila 
vecina, que queda excitada al tiempo que la primera 
molécula vuelve a su estado basal (paso @). Esta trans- 
ferencia de energía, transferencia de excitones, se repi- 
te a un tercer, cuarto o posterior vecino hasta que se 
excita una de un par especial de molé 
a en el centro de reacción fotoquímict 
esta molécula de clorofila excitada se pru el pà 
de un eiectrón a un orbital de energía superior. Este 
electrón pasa a continuación a un aceptor electrónico 
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FIGURA 20-9 Absorción de la luz visible por fotopigmen- 
tos. Las plantas son verdes porque sus pigmentos absorben 
luz de las regiones roja y azul del espectro, dejando princi- 
paimente que la luz verde se refleje. Compare los espectros 
de absorción de los pigmentos con el espectro de la luz 
solar que alcanza la superficie de la tierra; la combinación de 
clorofilas (a y b) y pigmentos accesorios permite que las 
plantas capten la mayor parte de la energía disponible de la 
luz solar. 

Las cantidades relativas de clorofilas y pigmentos acce- 
sorios son características para una especie dada de planta. 
La variación en la proporción de estos pigmentos es respon- 
sabie de la gama de colores de los organismos fotosintét:- 
cos, desde el azul verdoso profundo de las agujas de la 
picea, al color más verdoso de las hojas de arce, al color 
rojo, marrón o púrpura de algunas especies de algas multi- 


celulares y de las hojas de algunas plantas decorativas. 
800 


vecino que forma parte de la cadena de transferencia 
electrónica, dejando la clorofila del centro de reacción 
con un electrón menos (un “hueco electrónico” indica- 
do por + en la Fig. 20-13) (paso @). El aceptor electró- 
nico adquiere una carga negativa en esta transacción. El 
electrón perdido por el par de moléculas de clorofila del 
centro de reacción es reemplazado por un electrón de 
una molécula dadora de electrones veciña (paso O), 
que queda, de este modo, cargada positivamente. De 
esta forma, la excitación por la luz produce una 
separación de carga eléctrica e inicia una cadena 


RESUMEN 20.1 Absorción de la luz 


E La fotosíntesis tiene lugar en los cloroplastos de 
algas y plantas, estructuras dentro de dobles membra- 
nas y rellenas con un elaborado sistema de membranas 
tilacoides que contienen la maquinaria fotosintética. 

E Las reacciones dependientes de la luz de la fotosín- 
tesis son las que dependen directamente de la absor- 
ción de la luz; la fotoquímica resultante toma electrones 
a partir del H,O y los conduce a través de una serie de 


FIGURA 20-10 Dos formas de determinar el espectro de acción de la 
fotosíntesis. (a) Resultados de un experimento clásico realizado por 
TW, Englemann en 1882 para determinar qué longitud de onda de la luz 
era la más efectiva en promover la fotosíntesis. Englemann colocó célu- 
las de un alga fotosintética filamentosa en el portaobjetos de un micros- 
copio y la iluminó con luz de un prisma de modo que las células en una 
parte del filamento recibían principalmente tuz azul, otras amarilla, otras 
roja. Para determinar qué células tenían una actividad fotosintética más 
importante también colocó en el portaobjetos bacterias que se sabe 
migran hacia regiones con alta concentración de O,. Después de un 
periodo de iluminación la distribución de las bacterias demostró que los 
niveles de O, más elevados (producidos por la fotosintesis) estaban en 
las regiones iluminadas con luz violeta y roja. 

(b) Un experimento similar utilizando técnicas modernas (un elec- 
trodo de oxigeno) para la medición de la producción de O,. Un espectro 
de acción, tal corno se muestra aquí, describe la velocidad relativa de la 
fotosíntesis para la iluminación con un número constante de fotones de 
diferente longitud de onda. Tales espectros de acción son útiles porque 
sugieren (por comparación con espectros de absorción tales como los 
de la Fig. 20-9) qué pigmentos pueden canalizar la energía hacia la foto- 
síntesis. 
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transportadores ligados a la membrana, produciendo 
NADPH y ATP. 

BM Un fotón de luz visible posee energía suficiente para 
llevar a cabo reacciones fotoquímicas que, en los orga- 
nismos fotosintéticos, conducen en última instancia a la 
síntesis de ATP. 

MM Las moléculas de clorofila están asociadas con pro- 
teínas en forma de complejos de captura de luz dispues- 
tos alrededor de centros de reacción fotoquímicos. 

E En plantas, la absorción de un fotón excita molécu- 


Clorofilas antena Estas moléculas las de clorofila y otros pigmentos (accesorios) que cana- 
ligadas a proteina absorben energía lizan la energía hacia centros de reacción situados en las 
Carotenoides, > membranas tilacoides. En los centros de reacción la 
otros pigmentos | Que alcanzan el centro fotoexcitación da lugar a una separación de cargas que 


produce una especie que es un buen dador electrónico 
(agente reductor) y otra que es un buen aceptor elec- 
trónico. 


de reacción. 


20.2 Centros de reacción fotoquímicos 


A Y Determinar el sitio y la naturaleza de de la química 
l “| i impulsada por la luz en la fotosíntesis resultó ser un 
J 1 gran reto. Una razón de ello es la insolubilidad del apa- 


W a i 


rato fotosintético; los principales protagonistas son 
proteínas integrales de membrana y, como la mayoría de 


_ Centro de reacción proteínas de membrana, son difíciles de solubilizar y 
La reacción fotoquímica aquí convierte i U a 4 9 

la energía de un fotón en una separación de carga purificar . Un aspecto principal se reveló en 1952 cuando 

que inicia el flujo de electrones. Louis Duysens descubrió que la iluminación de mem- 

branas fotosintéticas de la bacteria púrpura Rhodosp1- 

tilacoide. Los fotosistemas están empaquetados de forma tada en la da específica (870 nm) originaba una disminución 

membrana del tilacoide, con varios centenares de clorofilaslan [P (Rljabsorción de la luz a aquella longitud de 
mentos accesorios rodeando un centro de fotorreacción. L sorción d 


nda; un pigmento se había “decolorado” por la luz de 
870 nm. Estudios posteriores realizados por Bessel Kok 
y Horst Witt mostraron decoloraciones similares de los 
pigmentos de los cloroplastos de plantas por la luz de 
680 y 700 nm. Además, la adición del aceptor de elec- 
trones (no biológico) [Fe(CN)%* (ferricianuro) originó 
la decoloración a esas longitudes de onda sin ilumina- 
ción previa. Por lo tanto, la decoloración de los pig- 
mentos se debía a la pérdida de un electrón de un cen- 
tro de reacción fotoquímico. Estos pigmentos se desig- 
naron en función de la longitud de onda de máxima 
decoloración: P870, P680 y P700. Más tarde se descu- 
brió que eran un “par especial” de moléculas de clorofi- 
la en el centro de reacción, a menudo denominado 
(CH), 


un fotón por una cualquiera de las clorofilas antena origina la excitación 
del centro de reacción por transferencia de excitones (flecha roja), El 
complejo del citocromo b,f y la ATP sintasa también se encuentran 
incrustados en la membrana del tilacoide (véase la Fig, 20-21), 


Luteína 
Clorofila b 


Las bacterias fotosintéticas tienen dos tipos de centros 

de reacción 

P d Las bacterias fotosintéticas poseen una maquinaria de 
K fototransducción relativamente sencilla, con uno de 
entre dos tipos generales de centros de reacción. Uno 
de los tipos, encontrado en bacterias púrpura, pasa los 
electrones a través de la feofitina (clorofila que no 
contiene el ión Mg*™ central) a una quinona. El otro, en 
FIGURA 20-12 El complejo de captura de luz, LHCII. La unidad fun- bacterias verdes del azufre, pasa los electrones a través 


cional es un trímero, con 36 moléculas de clorofila y seis moléculas de de una quinona hasta un centro ferro-sulfurado. Las 
luteína. Se muestra aquí un monómero visto en el plano de la membrana cianobacterias y las plantas tienen dos fotosistemas 
con sus tres segmentos a-helicoidales transmembrana, siete moléculas (PSI, PSID, uno de cada tipo, que actúan en tándem. 
de clorofila a (verde claro), cinco moléculas de clorofila b (verde oscuro) Estudios bioquímicos y biofísicos han revelado muchos 
y dos moléculas de luteína (amarillo), que forman una abrazadera trans- detalles moleculares de los centros de reacción de bac- 


versa! interna, [Fuente: PDB ID 2BHW, J. Standfuss et al, EMBO J. 


terias y cianobacterias que sirven, por tanto, como pro- 
24:919, 2005]. , 


q | Moléculas 
antena 


Clorofita del 
centro de reacción 


o La luz excita una 
molécula antena 
(clorofila o pigmento 
accesorio), elevando 
un electrón a un nivel 
energético superior. 


@ La molécula antena excitada pasa 
energía a una molécula de clorofila 
vecina (transferencia de excitón) 
excitándola. 
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totipos de los sistemas de fototransducción más com- 
plejos de las plantas superiores. 


El centro de reacción feofitina-quinona (Centro de reac- 
ción Tipo ll) La maquinaria fotosintética de las bacterias 
púrpura consta de tres módulos básicos (Fig. 20-14): 
un único centro de reacción P870; un complejo citocro- 
mo bc, de transferencia de electrones similar al Comple- 
jo M de la cadena de transferencia electrónica mitocon- 
drial, y una ATP sintasa, también similar a la de las 
mitocondrias. La iluminación impulsa los electrones a 
través de la feofitina y una quinona al complejo del cito- 
cromo bc,; después de pasar por el complejo, los elec- 
trones vuelven al centro de reacción a través del cito- 
cromo c2, restableciendo su estado preiluminado. Este 
flujo cíclico de electrones impulsado por la luz propor- 
ciona la energía necesaria para el bombeo de protones 
por el complejo del citocromo becl. Ímpulsada por el 
gradiente protónico resultante, la ATP sintasa produce 
ATP, exactamente igual que en la mitocondria (véase la 
Fig. 19-26). 

Las estructuras tridimensionales de los centros de 
reacción de las bacterias púrpura (Rhodopseudomo- 
nas viridis y Rhodobacter sphaeroides), deducidas a 
partir de cristalografía de rayos X, dio respuestas sobre 
cómo se da la fototransducción en un centro de reac- 
ción feofitina-quinona. El centro de reacción de R. viri- 
dis (Fig. 20-15a) es un complejo proteico grande que 
contiene cuatro subunidades polipeptídicas, dos pares 
de clorofilas bacterianas, un par de feofitinas, dos qui- 


nonas, un hierro no hemo y cuatro hemos en el citocro- 
(6 A o del tipo c. 
13) Esta energía se transfiere a una clorofila del pa secuencia de transferencias de electrones extre- 


especial del centro de reacción, excitándola. 


O) La clorofila excitada del centro de reacción pasa un 
electrón a un aceptor electrónico. 


15) El hueco electrónico en el centro de reacción se | electrónico 


Aceptor 
electrónico 


cubre con un electrón de un dador electrónico. 


La absorción de un fotón ha producido 

una separación de carga en el centro de reacción. 
FIGURA 20-13 Transferencia de excitones y electrones. Este 
esquema generalizado muestra la conversión de la energía de un fotón 
absorbido en separación de cargas en el centro de reacción. Los pasos se 
describen detalladamente en el texto. Observe que el paso U puede 
repetirse entre moléculas antena sucesivas hasta que el excitón alcanza 
el par especial de clorofilas del centro de reacción. Un asterisco (*) 
representa el estado excitado de una molécula antena. 


madamente rápida mostrada en la Figura 20-15b se ha 
deducido a partir de estudios físicos de los centros feo- 
fitina-quinona bacterianos, utilizando breyes destellos 
de luz para provocar la fototransducción y una variedad 
de técnicas espectroscópicas para seguir el flujo de 
electrones a través de varios transportadores. Un par de 
moléculas de bacterioclorofila a (Chl), el “par espe- 
cial”, constituye P870, el sitio donde se da la fotoquími- 
ca inicial del centro de reacción bacteriano. La energía 
de un fotón absorbido por una de las muchas moléculas 
de clorofila antena que rodean el centro de reacción 
llega a P870 por transferencia de excitones. Cuando 
estas dos moléculas de bacterioclorofila, tan cercanas 
que sus orbitales de enlace se solapan, absorben un 
excitón, el potencial redox de P870 se desplaza en una 
cantidad equivalente a la energía del fotón, convirtiendo 
el par especial en un dador electrónico muy fuerte. 
P870 cede un electrón que pasa a través de un monóme- 
ro de clorofila vecino hacia la feofitina (Pheo). Ello 
produce dos radicales, uno cargado positivamente (el 
par especial, P870) y otro cargado negativamente (la 
feofitina): 


P870 + 1 exciton ——> P870” (excitación) 


P870" + Pheo ——> *P870* + *Pheo” 
(separación de cargas) 


Ahora el radical de feofitina cede su electrón a una 
molécula de quinona unida fuertemente (Q,), convir- 
tiéndola en un radical semiquinona, que inmediatamen- 
te dona su electrón extra a una segunda quinona débil- 
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Excitones 


E” (voltios) 


Excitones 


Gradiente 
de protones 


Gradiente 
de protones 


Bacterias verdes 
(tipo feofitina-quinona) del azufre (tipo Fe-S) 
(a) (b) 
FIGURA 20-14 Módulos funcionales de la maquinaria fotosintética electroquímico que impulsa la síntesis de ATP. (b) Las bacterias verdes 
en bacterias púrpura y bacterias verdes del azufre. (a) En las bacterias del azufre tienen dos rutas para los electrones impulsados por la excita- 
púrpura, la energía luminosa impulsa los electrones desde el centro de ción de PB40: una ruta cíclica pasa a través de una quinona hacia el 
reacción P870 a través de la feofitina (Pheo), una quinon “y el com- lejo del citocromo bc, y de vuelta al centro de reacción vía cito- 
plejo del citocromo bc; a continuación a través del cit ar no cíclica que pasa desde el centro de reacción a 
volver al centro de reacción. El flujo de electrones a través del complejo ravés de la proteína ferro-suffurada ferredoxina (Fd), y a continuación a! 
del citocromo bc, genera el bombeo de protones, creando un potencial NAD* en una reacción catalizada por la ferredoxina: NAD reductasa. 


mente ligada (Q,). Dos transferencias electrónicas de del citocromo bc, al P870 vía un citocromo soluble del 


este tipo convierten Q, en su forma totalmente reduci- tipo c, el citocromo c, (Fig. 20-14a). El proceso de 
da, Q,H,, que puede difundir libremente por la bicapa transferencia de electrones completa el ciclo, devol- 
de la membrana, alejándose del centro de reacción: viendo el centro de reacción a su estado no decolorado, 
dispuesto para absorber otro excitón de una clorofila 
2 *Pheo” + 2H" + Qg —> 2 Pheo + QuHz antena. 

(reducción de la quinona) Una característica notable de este sistema es que 

toda la química tiene lugar en estado sólido, con las 

La hidroquinona (Q,H,), que lleva en sus enlaces quími- especies reactivas mantenidas muy próximas unas de 
cos parte de la energía de los fotones que inicialmente otras con la orientación adecuada para la reacción. El re- 
excitaron P870, pasa a formar parte de la reserva de sultado es una serie de reacciones muy rápidas y eficien- 


quinona reducida (QH,) disuelta en la membrana y se tes. 
desplaza por la fase lipídica de la bicapa hacia el com- 


plejo del citocromo bc.. Centro de reacción Fe-S (Centro de reacción Tipo |) En la 

Al igual que el homólogo Complejo III de las mito- fotosíntesis en bacterias verdes del azufre intervienen 
condrias, el complejo del citocromo bc, de las bacterias los mismos tres módulos que en bacterias púrpura, 
púrpura transporta electrones desde un dador quinol aunque el proceso se diferencia en varios aspectos e 
(QH,) a un aceptor electrónico, utilizando la energía de incluye reacciones enzimáticas adicionales (Fig. 20-14b). 
la transferencia de electrones para bombear protones a La excitación hace que un electrón se desplace desde 
través de la membrana, produciendo una fuerza pro- el centro de reacción hacia el complejo del citocromo 
tón-motriz. Se cree que la ruta del flujo de electrones a bc, vía un transportador quinona. La transferencia elec- 
través de este complejo es muy parecida a la que pasa a trónica a través de este complejo impulsa el transporte 
través del Complejo IH mitocondrial, implicando un de protones y crea la fuerza protón-motriz necesaria 
ciclo Q (Fig. 19-11) en el que los protones se consumen para la síntesis de ATP, al igual que en las bacterias 
en un lado de la membrana y se liberan en el otro. El púrpura y en las mitocondrias. Sin embargo, a dife- 
aceptor electrónico final en las bacterias púrpura es la rencia del flujo cíclico de electrones en las bacterias 
forma desprovista de electrones de P870, denominada púrpura, algunos electrones fluyen desde el centro 


-P870*. Los electrones se desplazan desde el complejo de reacción hacia una proteína ferro-sulfurada, la 


a) 


FIGURA 20-15 Centro de fotorreacción de la bacteria púrpura Rho- 
dopseudomonas viridis. (a) El sistema tiene cuatro componentes: tres 
subunidades, H, M y L (marrón, azul y gris, respectivamente), con un 
total de 11 segmentos helicoidales transmembrana, y una cuarta pro- 
teína, el citocromo c (amarillo), asociada con el j 

cie de la membrana. Las subunidades L y M Es 
brana emparejadas que juntas forman una estruc 
simetría aproximadamente bilateral a lo largo de su eje longitudinal Los 
grupos prostéticos incrustados que participan en los acontecimientos 
fotoquímicos se muestran como sobre la superficie en (a) y separada- 
mente en (b) como estructuras de bolas y varillas. Hay dos pares de 
moléculas de bacterioclorofila (verde) unidas a las cadenas L y M; uno 
de los pares (el “par especial”, (Chi), = P870) es el sitio donde se dan 
los primeros cambios fotoquímicos después de la absorción de la luz. 
También se incorporan al sistema un par de moléculas de feofitina 
(Pheo a) (azul); dos quinonas, menaquinona (Q,) y ubiquinona (Q,) 


ferredoxina, que entonces pasa los electrones vía 
ferredoxina:NAD reductasa al NAD*, produciendo 
NADH. Los electrones tomados del centro de reacción 
para reducir el NAD* se reemplazan gracias a la oxida- 
ción de H,S a S elemental y, a continuación, a SO”, en 
la reacción característica de las bacterias verdes del 
azufre. Esta oxidación de H,S por las bacterias es quí- 
micamente análoga a la oxidación del H,O por las plan- 
tas oxigénicas. 


Factores cinéticos y termodinámicos evitan la disipación 
de energía por conversión interna 


La compleja construcción de los centros de reacción es 
el resultado de la selección evolutiva hacia la eficiencia 
en el proceso fotosintético. El estado excitado P870* 
en principio podría decaer a su estado basal por con- 
versión interna, un proceso muy rápido (10 picosegun- 
dos; 1 ps = 10" s) en el cual la energía del fotón absor- 
bido se convierte en calor (movimiento molecular). Los 
centros de reacción están construidos para evitar la 
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de bacteriociorofila 
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e (200 ps) 


(b) (6 us) 


(naranja y amarillo), también ordenadas con simetría bilateral: y un 
único Fe no herno (rojo) localizado aproximadamente en el eje de sime- 
tría entre las quinonas. Los cuatro grupos hemo (rojo) asociados con el 
citocromo del tipo c del centro de reacción se muestran en la parte 
superior de la figura. 

encia de acontecimientos que siguen a la excitación del par 
bacterioclorofilas (todos los componentes tienen el mismo 
color que en (a)) con la escala de tiempo de las transferencias electróni- 
cas entre paréntesis. @ El par especial excitado pasa un electrón a tra- 
vés de un monómero de bacterioclorofia a la feofitina, @ a partir de la 
cual el electrón se despiaza rápidamente a la menaquinona unida fuerte- 
mente, Q, 6) Esta quinona transfiere electrones mucho más lenta- 
mente a la ubiquinona difundible, Q, a través dei Fe no hemo. Mientras 
tanto, O el “hueco electrónico” en el par especial se rellena con un 
electrón de un hemo del citocromo c. [Fuente: POB 1D 1PRC, J. Diesen- 
hofer et al., J. Mol. Biol, 246:429, 1995]. 


ineficiencia que resultaría de la conversión interna. Las 
proteínas del centro de reacción mantienen las bacte- 
rioclorofilas, bacteriofeofitinas y quinonas en una 
orientación fija entre ellas. Ello explica la gran eficien- 
cia y rapidez de las reacciones; nada ha de colisionar 
por casualidad ni depende de una difusión al azar. La 
transferencia de excitones desde una clorofila antena 
hasta el par especial del centro de reacción se consigue 
en menos de 100 ps con una eficiencia >90%. A los 3 ps 
de la excitación de P870, la feofitina ha recibido un 
electrón y se convierte en un radical cargado negativa- 
mente; menos de 200 ps más tarde, el electrón ha lle- 
gado a la quinona Q, (Fig. 20-15b). Las reacciones de 
transferencia electrónica no sólo son rápidas, sino que 
son termodinámicamente favorables; el par especial 
excitado P870* es un dador de electrones muy bueno 
(E” = -1 V), y cada transferencia electrónica sucesiva 
es hacia un aceptor con E'o sustancialmente menos 
negativo. Por lo tanto, la variación en energía libre 
estándar del proceso es negativa y grande. Recuerde 
del Capítulo 13 que AG” = -nAE”, donde AE” es la 
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Fotosistema Íl 


E"* (voltios) 


FIGURA 20-16 Integración de los fotosistemas | y Il en cloroplastos. 
Este “esquema en Z” muestra la ruta de transferencia de electrones desde 
el H.O (parte inferior izquierda) al NADP” (derecha) en 


Fotosistema | 


FA: NADP> 
oxidorreductasa 


No cíclico 


NADP+ 


y 
NADPH 


Gradiente 
de protones 


PQ, Plastaquinona 
PQs Segunda quinona 


Ag Clorofila aceptora de electrones 


Ay Filoquinona 


ción, los electrones de alta energía fluyen “cuesta abajo” a través de la 
cadena de transportadores tal como se muestra. Durante la reacción de 


| intesis no isión del agua y durante la transferencia de electrones a través de! com- 
cíclica. La posición de cada transportador electrónico sobrk la j TION b,f. se transportan protones a través de la membrana 
cal es un reflejo de su potencial de reducción estándar. Para - i iendo el gradiente de protones que es crucial para la for- 


gia de los electrones que proceden del H,O al nivel de energía requerido 
para reducir el NADP* a NADPH, cada electrón ha de ser “elevado” dos 
veces (flechas gruesas) por fotones absorbidos en PSII y PSI. Se requiere un 
fotón por cada electrón elevado en cada fotosistema. Después de la excita- 


diferencia entre los potenciales de reducción estándar 
de las dos medias reacciones: 


(1) P870* —> "P870" +e” E'”"=-10V 
(2) Q + 2H* +2e” —QH, E” = -0.045 V 
Así 
AE" = —0.045 V — (—1.0 V) = 0.95 V 
y 


AG" = —2(96.5 kJ/V - mol)(0.95 V) = —180 kJ/mol 


La combinación de la cinética rápida con la termodiná- 
mica favorable hace que el proceso sea prácticamente 
irreversible y muy eficiente. El rendimiento energético 
global (porcentaje de la energía fotónica conservada en 
(JH,) es >30%,; el resto de la energía se disipa en forma 
de calor y entropía. 


En las plantas actúan en tándem dos centros de reacción 


La maquinaria fotosintética de las cianobacterias, algas 
y plantas vasculares modernas es más compleja que los 
sistemas bacterianos de un único centro, y es muy pro- 
bble que haya evolucionado a través de la combinación 
de dos fotocentros bacterianos más sencillos. Las mem- 


mación de ATP. Una ruta alternativa de electrones es la transferencia cíclica 
de electrones en la que los electrones pasan desde la ferredoxina de nuevo 
al complejo del citocromo b,fen lugar de reducir el NADP* a NADPH. La 
ruta cíclica produce más ATP y menos NADPH que la no cíclica. 


branas tilacoides de los cloroplastos tienen dos clases 
diferentes de fotosistemas, cada uno de ellos con su 
propio tipo de centro de reacción fotoquímico y un con- 
junto de moléculas antena. Los dos sistemas tienen 
funciones distintas y complementarias (Fig. 20-16). El 
fotosistema II (PSI) es un sistema tipo feofitina-qui- 
nona (como el fotosistema único de las bacterias púrpu- 
ra) que contiene cantidades aproximadamente iguales 
de clorofilas a y b. La excitación del par especial del 
centro de reacción P680 impulsa electrones a través del 
complejo del citocromo b,f con el movimiento concomi- 
tante de protones a través de la membrana del tilacoide. 
El fotosistema 1 (PSI) está estructural y funcional- 
mente relacionado con el centro de reacción tipo I de 
las bacterias verdes del azufre. Tiene un centro de reac- 
ción P700 y una elevada proporción de clorofila a res- 
pecto a clorofila b. El P700 excitado pasa electrones a 
través de una cadena de transportadores a la proteína 
Fe-S ferredoxina, y a continuación al NADP*, produ- 
ciendo NADPH. Las membranas de los tilacoides de un 
solo cloroplasto de espinaca tienen muchos centenares 
de cada clase de fotosistema. 

Estos dos centros de reacción presentes en plantas 
actúan en tándem para catalizar el movimiento de elec- 
trones impulsado por la luz desde el H,O hasta el 
NADP+. Los electrones son transportados entre los dos 


pa” a 


XA 7 CPA? |) 


á 


FIGURA 20-17 Estructura del fotosistema Il de la cianobacteria 
Thermosynechococcus vulcanus. Esta estructura, determinada por cris- 
talografía de rayos X, está vista (a) en el plano de la membrana y (b) 
desde la luz del tilacoide (lado P). El enorme complejo es un dimero, en 
el que cada monómero tiene su propio centro de reacción. CP43 y CP47 


fotosistemas por la proteína soluble plastocianina. Las 
cianobacterias y las plantas oxidan H,O (del mismo 
modo que las bacterias verdes del azufre oxidan H, 
para reemplazar los electrones que se tMfasladan de 
al PSI y finalmente al NADP”, con lo due, 
(Fig. 20-16, parte inferior izquierda). Este 
conoce como fotosíntesis oxigénica para distinguirlo 
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(b) 


son proteinas fijadoras de clorotila que forman la antena núcleo, directa- 
mente asociada con las proteínas D1 y D2 del centro de reacción PSII. 
Cada monómero PSI! contiene 35 clorofitlas, 2 feofitinas, 11 8-carotenos, 
2 plastoquinonas, 1 citocromo de tipo b y 1 citocromo de tipo c, 1 hierro 
no hemo y Y compiejo Mn,CaO,. [Fuente: PDB ID 3WU2, Y. Umena et 
al., Nature 475:55, 2001]. 


de la fotosíntesis anoxigénica de las bacterias púrpura y 
verdes del azufre. Todas las células fotosintéticas que 
desprenden O, (las de plantas, algas y cianobacterias) 
contienen PSI y PSI; los organismos con un único foto- 

desprenden O,. El diagrama de la Figura 


SIN 
MATO 
2S0 S6 , 4 menudo llamado esquema en Z debido a su 


forma global, representa la ruta del flujo electrónico 
entre los dos fotosistemas así como las relaciones ener- 
géticas de las reacciones dependientes de la luz. De este 
modo, el esquema en Z describe la ruta completa por la 
que fluyen electrones desde el H,O al NADP-, según la 
ecuación: 


2H20 + 2NADP* + 8 fotones —— 
Oz + 2NADPH + 2H* 


Se transfiere un electrón desde el H,O al NADP*, por 
cada dos fotones absorbidos (uno por cada fotosiste- 
ma). Para formar una molécula de O,, que requiere la 
transferencia de cuatro electrones desde dos H,O a dos 
NADP+, se ha de absorber un total de ocho fotones, 
cuatro para cada fotosistema. 


Fotosistema |} PSII es dimérico (Fig. 20-17). Cada 
monómero es un enorme complejo de 19 proteínas, 
incluidas las proteínas D1 y D2 del complejo núcleo del 


FIGURA 20-18 Ruta de los excitones a través del fotosístema 41. El 
centro de reacción está rodeado por varios complejos antena débilmente 
asociados cada uno de los cuales contiene muchas moléculas de cloro- 
fila y de otros pigmentos. CP43 y CP47 forman la antena núcleo; CP26, 
CP29 y CP24 y los complejos triméricos de captura de luz LHCI-M y 
LHCII-S forman la antena exterior. Cuando un fotón excita una de entre 
estas muchas clorofilas antena, el excitón resultante se desplaza (flechas 
rojas) de clorofila a clorofita hasta que llega a P870, el par especial de 
clorofilas del centro de reacción en las proteinas transmembrana D1 y 
D2. [Fuente: PDB 1D 3WWU2, Y. Umena et al, Nature 473:55, 2011]. 
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FIGURA 20-19 Flujo de electrones a través del fotosistema il de la 
cianobacteria Synechococcus elongatus. la forma monomérica del 
complejo núcleo mostrada aquí tiene dos proteínas transmembrana 
principales, DI y D2, cada una con su conjunto de transportadores de 
electrones Aunque las dos subunidades son casi simétricas, el flujo 
electrónico sólo tene lugar a través de una de las dos ramas de trans- 
portadores de electrones, la de la derecha (en DD). Las flechas muestran 
la ruta del flujo de electrones desde el agrupamiento iónico Mn,Ca0, del 
enzima de escisión del agua a ia quinona PQ,. Los procesos fotoquimi- 
cos transcurren según la secuencia indicadas por los números de etapa. 
Observe la gran similitud entre las posiciones de los transportadores de 
electrones aquí y las posiciones en el centro de reacción fotoquímico 
bacteriano mostrado en la Figura 20-15. La función de los residuos Tyr y 
la estructura del agrupamiento Mn,Ca0, se discuten más adelante 
(véase la Fig. 20-24b), 


centro de reacción P680: dos proteínas a QOR 


rofila, CP43 y CP47 y cromóforos asociados entre los 
que se incluyen carotenoides, un hierro no hemo y el 
complejo inorgánico Mn,CaO,. Dieciséis de las proteínas 
de PSI contienen segmentos transmembrana, y tres 
son proteínas periféricas en el lado de la luz que estabi- 
lizan el complejo Mn,Ca0,. Alrededor de PSI hay pro- 
teínas fijadoras de clorofila adicionales y complejos de 
captura de luz. Cuando se absorhe un fotón por cual- 
quiera de estas moléculas antena, el excitón resultante 


FIGURA 20-20 Estructura del fotosistema | de una planta y flujo 
electrónico a través del sistema. El fotosistema | es un trímero simé- 
trico. Aquí se muestra un monómero del fotosistema | del guisante, 
Pisum sativum, visto desde el lado del estroma en (a) y en (b), (a) 
Subunidades proteicas del centro de reacción y complejos de captura 
de iuz (b) Los cromóforos. Las moléculas de clorofila del complejo 
núcieo se muestran en verde claro, las de LHCI en verde oscuro y las 
clorofilas que abarcan e! hueco entre los complejos de captura de luz y 
el centro de reacción en verde oliva. Los lipidos son grises y los carote- 
noides naranja. (c) La ruta de los electrones (flechas azules) a través de 
PSI, vista en el plano de la membrana. Cuando se excita P700, el par 
especial de clorofilas, por un fotón o excitán, su potencial de reducción 
disminuye de made espectacular, convirtiéndolo en un buen dador elec- 
trónico. A continuación, P700 pasa un electrón a través de una clorofila 
próxima (denominada A,) a la filoquinona (Q,). Jla Q, reducida se 
reoxida a medida que pasa dos electrones, de uno en uno, a un centro 
Fe-S (F,) cerca del lado y de la membrana, Desde F, los electrones se 
desplazan a través de otros dos centros Fe-S (F, y F,), a la ferredoxina 
del estroma. La ferredoxina cede entonces electrones al NADP” (no 
mostrado) reduciéndalo a NADPH, una de las formas en las que se 
capta la energía de los fotones en los cloroplastos. [Fuente: (a, b) PDB 
iD 4RKU, Y. Mazor et al.) 


se desplaza muy rápidamente de uno a otro de los pig- 
mentos hasta que alcanza el centro de reacción y excita 
P680, el par especial de moléculas de clorofila a (Chl 
a),, para iniciar la fotoquímica (Fig. 20-18). 

Los detalles mecaníústicos de las reacciones fotoquí- 
micas en PSII y PSI son básicamente similares a los del 
fotosistema de las bacterias púrpura con varias adicio- 
nes importantes. La excitación de P680 en PSII (Fig. 
20-19) genera P680*, un excelente dador de electrones 
que, en un tiempo de picosegundos, transfiere un elec- 


trón a la feofitina, dándole una carga negativa ("Pheo”). 
Con la pérdida de su electrón, el P680* se transforma en 
un radical catiónico, P680*. =Pheo” pasa muy rápida- 
mente su electrón extra a una plastoquinona, PQ, (o 
(Q,), unida a una proteína que a su vez pasa su electrón 
a otra plastoquinona, PQ, (o Q,) unida más débilmente. 
Cuando PQ, ha adquirido dos electrones en dos transfe- 
rencias de este tipo a partir de PQ, y dos protones del 
agua disolvente, se encuentra en su forma quinol total- 
mente reducida, PQ,H,. La reacción global iniciada por 
la luz en PSI es, 


4 P680 + 4H* + 2PQy + 4 fotones —=> 

4 P680* + 2 PQpHz (20-1) 
Finalmente, los electrones de PQBH2 pasan a través del 
complejo del citocromo bf (Fig. 20-16). El electrón 
eliminado inicialmente de P680 es reemplazado por un 
electrón obtenido de la oxidación del agua, tal como se 
describe más adelante. El sitio de unión de la plastoqui- 
nona es el punto de acción de muchos herbicidas 
comerciales que matan plantas bloqueando la transfe- 
rencia electrónica a través del complejo del citocromo 
bf e impiden la producción fotosintética de ATP. 


Fotosistema | PSI y sus moléculas antena forman parte 
de un complejo supramolecular compuesto por, al 
menos, 16 proteínas entre las que se incluyen cuatro 
proteínas de unión de clorofila dispuestas alrededor de 
la periferia del centro de reacción (Fig. 20-20). El com- 
plejo también incluye 35 carotenoides 
tres agrupamientos 4Fe-4$ y dos filoq 
portadores electrónicos del centro A, 
firmemente integrados con clorofilas antena. El rra 
do es que la transferencia de excitón desde las clorofilas 
antena al centro de reacción es rápida y eficiente. 

Los acontecimientos fotoquímicos que siguen a la 
excitación de PSI en el centro de reacción P700 (Fig. 
20-200) son formalmente parecidos a los de PSII. El 
centro de reacción excitado P700* cede un electrón a 
un aceptor, A.” (una molécula de clorofila a, funcional- 
mente homóloga a la feofitina de PSID, generando A” y 
P'700*, Una vez más, la excitación genera la separación 
de cargas en el centro de reacción fotoquímico. P700* 
es un agente oxidante fuerte, que capta rápidamente un 
electrón de la plastocianina, una proteína soluble trans- 
portadora de electrones que contiene Cu. A” es un 
agente reductor excepcionalmente fuerte que pasa su 
electrón a través de una cadena de transportadores que 
llega finalmente al NADP* (Fig. 20-16, lado derecho). La 
filoquinona (Q,) acepta el electrón y lo cede a una 
proteína ferro-sulfurada (a través de tres centros Fe-S 
de PSD. A partir de este punto, el electrón pasa a la 
ferredoxina (Fd), otra proteína ferro-sulfurada asociada 
débilmente a la membrana del tilacoide. Recuerde que 
la ferredoxina de espinaca (Mr 10.700) contiene un 
centro 2Fe-25 (Fig. 19-5) que experimenta reacciones 
de oxidación y reducción de un electrón. El cuarto 
transportador electrónico de la cadena es la flavoproteí- 
na ferredoxina:NADP* oxidorreductasa, que trans- 
fiere electrones desde la ferredoxina reducida (Fd „„) al 
NADP*: 


2Fdre4 + 2H* + NADP? —> 2Fd,, + NADPH + H+ 
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Este enzima es homólogo a la ferredoxina:NAD reducta- 
sa de las bacterias verdes del azufre (Fig. 20-14b). 


El complejo del citocromo b, f une los fotosistemas Í! y | 


Los electrones almacenados temporalmente en el plas- 
toquinol como resultado de la excitación de P680 del 
PSII se transportan a P700 de PSI mediante el complejo 
del citocromo b,f y la proteína soluble plastocianina 
(Fig. 20-16, centro). Al igual que el Complejo IM de la 
mitocondria, el complejo del citocromo b,f (Fig. 
20-21) contiene un citocromo del tipo b con dos grupos 
hemo (denominados b,, y b), una proteína ferro-sulfu- 
rada de Rieske (M_ 20.000) y el citocromo f (del latín 
frons, que significa “hoja”). Los electrones fluyen a 
través del complejo del citocromo b¿f desde el PQ, H, al 
citocromo f, seguidamente a la plastocianina, y final- 
mente a P700, reduciéndolo. 

Al igual que el Complejo HI de la mitocondria, el 
citocromo b.f traspasa los electrones de una quinona 
reducida, un transportador de dos electrones móvil y 
liposoluble (Q en mitocondria, PQ, en cloroplastos), a 
una proteína hidrosoluble que transporta un electrón 
(citocromo c en la mitocondria, plastocianina en los 
cloroplastos). Como en las mitocondrias, en la función 
de este complejo interviene un ciclo Q (Fig. 19-11) en 
el que los electrones pasan, de uno en uno, desde PQ, H, 
al citocromo b,. Como resultado de este ciclo se bom- 
bean protones a través de la membrana; en los cloro- 
plastos, la dirección del movimiento protónico es desde 
el compartimiento del estroma a la huz del tilacoide. 


A TL Nos «a protones entran en la luz por cada par de 
A s que pasan a través del complejo del citocro- 


mo bf. El resultado es la producción de un gradiente de 
protones a través de la membrana del tilacoide a medida 
que pasan los electrones desde PSII a PSIE Dado que el 
volumen de la luz aplanada del tilacoide es pequeño, la 
entrada de un número pequeño de protones tiene un 
efecto relativamente grande sobre el pH de la luz. La 
diferencia de pH determinada entre el estroma (pH 8) y 
la luz del tilacoide (pH 5) representa una diferencia de 
1.000 veces en la concentración de protones, una 
unportante fuerza motriz para la síntesis de ATP. 


El flujo cíclico de electrones entre PSi y el complejo 
del citocromo b f aumenta la producción de ATP 
en relación a la de NADPH 


La ruta lineal de electrones desde el agua al NADP pro- 
duce un gradiente de protones, que se utiliza para 
impulsar la síntesis de ATP, y NADPH, que se utiliza en 
los procesos biosintéticos reductores. Este desplaza- 
miento lineal de electrones se denomina flujo electró- 
nico no cíclico para diferenciarlo de su alternativa, 
flujo electrónico cíclico. En el flujo electrónico cícli- 
co sólo interviene PSI y no interviene PSII (Fig. 20-16). 
Los electrones que pasan desde P700 a la ferredoxina 
no continúan hasta el NADP* sino que vuelven a la plas- 
tocianina a través del complejo bf. (La vía que siguen 
los electrones es similar a la de las bacterias verdes del 
azufre mostrada en la Fig. 20-14b). La plastocianina 
cede entonces electrones al P700 que los transfiere a la 
ferredoxina. Así los electrones se ciclan continuamente 
a través del complejo del citocromo b,f y del centro de 
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reacción de PSI siendo cada electrón impulsado alrede- 
dor del ciclo por la energía de un fotón. El flujo electró- 
nico cíclico no va acompañado de la formación neta de 
NADPH ni del desprendimiento de O,. No obstante, sí 
va acompañado del bombeo de protones por el comple- 
jo del citocromo bf y de la fosforilación del ADP a ATP, 
lo que se conoce como fotofosforilación cíclica. La 
ecuación global para el flujo cíclico de electrones y foto- 
fosforilación es simplemente 


ADP + P; —> ATP + H20 
Al regular el reparto de electrones entre la reducción del 


NADP* y la fotofosforilación cíclica, una planta ajusta la 
proporción de ATP a NADPH producidos en las reaccio- 


Plastocianina 


Centro Fe-S 
N 2H* 
Hemo b, 


(a) 


PP ——Membrana del tilacoide 


Plastocianina 


Proteína terro- 
sulfurada de Rieske 


nes dependientes de la luz para cubrir sus necesidades 
de estos productos en las reacciones de fijación de carbo- 
no y en otros procesos biosintéticos. Tal como veremos 
en la Sección 20.5), las reacciones de asimilación de 
carbono necesitan ATP y NADPH en la relación 3:2. Esta 
regulación de las rutas de transferencia de electrones 
constituye una parte de una adaptación a corto plazo a 
los cambios en el color (longitud de onda) y cantidad 
(intensidad) de la luz, tal como se describe más adelante. 


Transiciones de estado cambian la distribución de LHCII 
entre los dos fotosistemas 


Los vegetales están expuestos a luz de intensidad y 
longitud de onda muy variables a lo largo de un día o de 


Plastocianina 


(b) 


FIGURA 20-21 Flujo de electrones y protones a través del complejo 
del citocromo b,f. (a) La estructura cristalina del complejo revela las 
posiciones de los transportadores electrónicos. Además de los hemos 
del citocromo b (hemo b, y b; también llamados hemos b, y bp respec- 
tivamente, debido a su proximidad a los lados w y e de la bicapa) y el del 
citocromo f (hemo f, existe un cuarto hemo (hemo x) próximo al hemo 
b„ también hay un S-caroteno de función desconocida. Dos sitios unen 
plastoquinona: el sitio PQH, cerca del lado p de la bicapa y el sitio PQ 
cerca del lado n. El centro Fe-S de la proteína de Rieske se encuentra 
justo fuera de la bicapa en el lado P y el sitio del hemo fse encuentra en 
un dominio proteico que se extiende considerablemente dentro de la luz 
del tilacoide. Se muestra la ruta de los electrones en uno de los monó- 
meros pero los dos conjuntos de transportadores en el dímero pasan 
electrones a la plastocianina. 

(b) El complejo del citocromo b,fes un homodimero dispuesto para 
crear una caverna que conecta los sitios PQH, y PQ (compare con la 
estructura del Complejo li! mitocondrial en la Fig. 19-10), Esta caverna 
permite el desplazamiento de la plastoquinona entre los sitios de su oxi- 
dación y reducción, 

(c) El plastoquinol (PQH,) formado en PSII es oxidado por el com- 
plejo del citocromo b,f en una serie de pasos similares a los del cicio Q 
que se da en el Complejo lil de la mitocondria (véase la Fig. 19-11). Un 
electrón de PQH, pasa al centro Fe-S de la proteina de Rieske, el otro al 
hemo b, del citocromo b,. El efecto neto es el paso de electrones desde 
PQH, a la proteína soluble plastocianina, que los transporta a PSI. [Fuen- 
tes: (a, b) PDB ID 1FV5, G. Kurisu et al, Science 307:1009, 2003; PDB 
ID 2Q58, Y. S. Bukhrman-DeRuyter et al, ] 
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FIGURA 20-22 Localización de PSI y PSII en las membranas 
tilacoides. (a) Estructuras de los complejos y proteínas solubles del apa- 
rato fotosintético de una planta vascular o de un alga, dibujados a la misma 
escala, 5e muestra la ATP sintasa bovina. (b) El complejo de captura de luz 
LHCII y la ATP sintasa se localizan tanto en las regiones apretadas de ta 
membrana del tilacoide (tilacoides granales en las que varias membranas 
están en contacto) como en ¿as no apretadas (tilacoides del estroma) y tie- 
nen acceso directo al ADP y al NADP” del estroma. El PSH se encuentra casi 
exclusivamente en las regiones granales apretadas, mientras que el PSI se 


una estación y, aunque pueden alterar algo sus patrones 
de crecimiento, no pueden arrancarse de raíz y despla- 
zarse para optimizar su exposición a la luz. En lugar de 
ello, han evolucionado mecanismos celulares que per- 
miten a las plantas acomodarse a las condiciones cam- 
biantes de luz. La energía necesaria para excitar PSI 
(P700) es menor que la requerida para excitar PSI 
(P680) (a menor longitud de onda de la luz mayor ener- 
gía). En el caso de que PSI y PSI fuesen contiguos, los 
excitones que se originaran en el sistema antena de PSI 
migrarían hacia el centro de reacción de PSI, dejando 
PSII por debajo del estado de excitación de manera 
crónica, lo que interferiría con la operación del sistema 
de dos centros. Este desequilibrio en el suministro de 
excitones se evita gracias a la separación de los dos 
fotosistemas en la membrana del tilacoide (Fig. 20-22). 
PSI se localiza casi exclusivamente en las pilas de 
membranas estrechamente empaquetadas de tilacoides 
granales; su complejo de captura de luz (LHCID asocia- 
do facilita la fuerte asociación de membranas adyacen- 
tes de los grana. PSI y el complejo de la ATP sintasa se 
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Complejo Cit bg f 


pa ze DA Plastocianina 


Fotosistema ! 


ATP sintasa 


Ferredoxina * 


Ferredoxina:- 
NADP* oxidorreductasa 


Membranas 
no apiladas 
(tilacoides del estroma) 


TION 


encueñira Casi exclusivamente en las regiores no apretadas del estroma. 
LHCII es el «pegamento» que mantiene juntas las membranas tilacoides 
(véase la Fig. 20-23). [Fuentes: (a) PSI! PDB ID 3WU2, Y Umena et al, 
Nature 473:55, 201; cit bf PDB ID 2£74, E. Yamashita et al., J. Mol Biol 
370:39, 2007; plastocianina: POB ID 14G6, Y. Xue et al., Protein Sci 7:2099, 
1998; PSI: ARKU, Y. Mazor et al... ferredoxina: PDB ID 1470, C. Binda et al., 
Acta Crystallogr D Biol Crystallogr. 541353, 1998; ferredoxina: NADP 
reductasa: PDB ID 1QGO, Z. Deng et al, Nature Struct. Biol 6:847, 1999; 
ATP sintasa: PDB ID SARA, A. Zhou et al., eLife 4:€10180, 2015). 


localizan casi exclusivamente en las membranas de los 
tilacoides estromales no apiladas, donde tienen acceso 
al contenido del estroma, incluidos ADP y NADP*. El 
complejo del citocromo b6f está presente principalmen- 
te en los grana. 

La asociación de LHCII con PSI y PSII depende de 
la intensidad y longitud de onda de la luz,.que pueden 
cambiar a corto plazo, lo que Heva a transiciones de 
estado en el cloroplasto. En el estado 1, LHCII, PSII y 
PSI están dispuestos para maximizar la captura de ener- 
gía luminosa. Un residuo Ser crítico en LHCII que no 
está fosforilado, y LHCII se asocia a PSI. En condicio- 
nes de huz intensa o azul, que favorecen la absorción por 
PSI este fotosistema reduce la plastoqumona a plasto- 
quinol (PQH,) más rápidamente de lo que PSI pueda 
oxidarlo. La acumulación resultante de PQH, activa una 
proteína quinasa que desencadena la transición al esta- 
do 2 al fosforilar un residuo Thr de LHCII (Fig. 20-23). 
La fosforilación debilita la interacción de LHCH con la 
membrana y con PSU; parte de LHCII se disocia y se 
desplaza hacia los tilacoides del estroma. Aquí captura 
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Membrana 
del tilacoide 


P; 
proteina 
fosfatasa 


Apiladas 
(estado 1) 


No apiladas 
(estado 2) 


fotones (excitones) para PSI, acelerando la oxidación 
de PQH, e invirtiendo el desequilibrio del flujo de elec- 
trones entre PSI y PSIL Con luz menos intensa (en la 
sombra, con más luz roja), PSI oxida PQH, a mayor 
velocidad de la que es producido por PSI, con lo que el 
aumento en [PQ] resultante provoca la desfosforilación 


de LHCII, invirtiendo el efecto de la fosforilación. La- 


transición de estado en la localización de LHCII y la 
transición de la fotofosforilación cíclica a la no cíclica 
están reguladas de manera coordinada: la ruta de los 
electrones es principalmente no cíclica en el estado 1 y 
principalmente cíclica en el estado 2. 

Cuando la luz es tan intensa que las actividades 
combinadas de PSII y PSI no pueden sintetizar ATP y 
NADPH lo suficientemente rápido para tratar todo el 
suministro de fotones, los carotenoides de LHCII absor- 
ben el excitón y muy rápidamente desactivan la clorof- 
la excitada antes de que pueda crear especies de oxíge- 
no reactivas (ROS) dañinas. Lo que provocá/8 
desde un estado de captura de luz eficiente Yuh este 
disipador de energía es la disminución del pH en el 
espacio de la luz, pero aún no se conoce el mecanismo 
detallado de esta transición. 


El agua es escindida por el complejo que desprende 
oxigeno 


El agua es la fuente última de los electrones que pasan 
al NADPH en la fotosíntesis de plantas (oxigénicas). 
Una vez cedido un electrón a la feofitina, el P680* (de 
PSID ha de adquirir un electrón para volver a su estado 
basal en preparación para la captura de otro fotón. En 
principio, el electrón requerido podría provenir de un 
gran número de compuestos orgánicos o inorgánicos. 
Las bacterias fotosintéticas utilizan diversos dadores 
electrónicos con este fin (acetato, succinato, malato o 
sulfuro) según su disponibilidad en un nicho ecológico 
determinado. Hace unos tres mil millones de años, la 
evolución de las bacterias fotosintéticas primitivas (pro- 
genitores de las cianobacterias actuales) produjeron un 
fotosistema capaz de tomar electrones de un dador que 
está siempre disponible: el agua. Se rompen dos molé- 
culas de agua, que dan cuatro electrones, cuatro proto- 
nes y oxígeno molecular: 


2H,0 —> 4H* + 4e” + O 


Un fotón aislado de luz visible no posee energía suficien- 
te para romper los enlaces del agua; para esta reacción 
de rotura fotolítica se necesitan cuatro fotones. 

Los cuatro electrones extraídos del agua no pasan 
directamente al P680*, que sólo puede aceptar un elec- 


FIGURA 20-23 Equilibrio del flujo de electrones en PS! y PSil por 
transición de estado. En los tilacoides granales un dominio hidrofóbico 
de LHCI! en una lamela de los tilacoides se inserta en la membrana 
vecina y mantiene las dos membranas en yuxtaposición (estado 1). La 
acumulación de plastoquinol (no mostrada) estimula una proteína qui- 
nasa que fosforila un residuo Thr del dominio hidrofóbico de LHCII, fo 
cual reduce su afinidad por la membrana vecina, convirtiendo las regio- 
nes apretadas de los tilacoides granales én regiones no apretadas de 
tilacoides del estroma (estado 2). Una proteína fosfatasa específica 
invierte esta fosforilación reguladora cuando aumenta la relación [PQ1/ 
[PQH]. 


trón cada vez. En su lugar es un notable sistema mole- 
cular, el complejo que desprende oxígeno (también 
llamado complejo de escisión del agua), el que pasa 
cuatro electrones de uno en uno al P680* (Fig. 
20-24a). El dador electrónico inmediato al P680* es un 
residuo Tyr (a menudo representado mediante el sím- 
bolo Z o Tyr,) de la subunidad D1 del centro de reacción 
de PSII. El residuo Tyr pierde un protón y un electrón, 
generando un radical libre de Tyr eléctricamente neu- 
tro, "Tyr: 


4 P680* + 4 Tyr —> 4 P680 + 4 “Tyr (20-2) 


El radical Tyr recupera su electrón y protón perdidos 
por oxidación de un agrupamiento de cuatro iones man- 
ganeso y un ion calcio en el complejo de escisión del 
agua. Con cada transferencia electrónica sencilla, el 
a de Mn,Ca0, queda más oxidado; cuatro 


3 electrónicas simples, correspondiente 
y tdg A bsorción de un fotón, produce una carga 


de 4* nobre el complejo de Mn,CaO, (Fig. 20-24): 


4 “Tyr + [Mn¿Ca0s]? —> 4 Tyr + [Mny¿Ca05]** (20-3) 


En este estado, el agrupamiento de Mn,CaO, puede 
tomar cuatro electrones de un par de moléculas de 
agua, liberando 4H* y O,: 


[MnyCa05]** + 2H,0 —> 
[Mn,Ca0s]% + 4H* + Oz (20-4) 


Debido a que los cuatro protones producidos en esta 
reacción se liberan en la luz del tilacoide, el complejo 
liberador de oxígeno actúa como una bomba de proto- 
nes, impulsada por transferencia de electrones. La suma 
de las Ecuaciones 20-1 a 20-4 es 


2H20 + 2PQp + 4 fotones —— 
Oz + 2 PQH (20-5) 


Se ha obtenido la estructura detallada del agrupamiento 
de desprendimiento de oxígeno mediante cristalografía 
de rayos X de alta resolución. El agrupamiento metálico 
tiene la forma de una silla (Fig. 20-24b). El asiento y las 
patas de la silla están formados por tres iones Mn, un 
ión Ca y cuatro átomos de O: el cuarto Mn y otro O for- 
man el respaldo de la silla. En la estructura cristalina 
también se ven cuatro moléculas de agua, dos asociadas 
con uno de los iones Mn y las otras dos con el ion Ca. Es 
posible que una (o más) de estas moléculas de agua sea 
la que experimenta oxidación para producir O,. Este 
agrupamiento metálico está asociado con varias protef- 
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FIGURA 20-24 Actividad de escisión del agua del complejo que desprende oxígeno. (a) Se mues- 
tra aquí el proceso que genera un agente oxidante de cuatro electrones (un centro multinuclear con 
cuatro iones Mn, un ión Ca y cinco átomos de oxígeno) en e! complejo de desprendimiento del oxi- 
geno de PSII. La absorción secuencial de cuatro fotones (excitones), en la que cada absorción es res- 
ponsable de la pérdida de un electrón del agrupamiento Mn,Ca0,. produce un agente oxidante que 
puede eliminar cuatro electrones de dos moléculas de agua, produciendo O,. Los electrones perdidos 
por el agrupamiento Mn,Ca0, pasan, de uno en uno, a un residuo Tyr oxidado en una proteína de PS! 
y a continuación a P680*. (b) Centro metálico del complejo de desprendimiento de oxígeno, obtenido 
por cristalografía de rayos X. Se puede ver la Tyr'*, que se sabe que participa en la oxidación del agua, 
unida por puente de hidrógeno a una red de moléculas de agua, entre ellas varias en contacto directo 
con el agrupamiento Mn,Ca0,. Este es el sitio de una de las reacciones más importantes de la bios- 


H* H 


fera. [Fuente: (b) PDB 1D 3WU2, Y. Umena et al., Nature 473:55, 2011]. 


nas periféricas de membrana del lado de la luz de la 
membrana del tilacoide que se cree estabilizan el agru- 
pamiento. El residuo Tyr designado Z, a través del que 
pasan electrones entre el agua y el centro de reacción 
de PSII, está conectado a una red de moléculas de agua 
unidas por puente de hidrógeno que incluyen las cua 
asociadas con el agrupamiento Mn Ca o se co 

el mecanismo detallado de oxidación 

agrupamiento Mn,CaO,, si bien está siendo objeto 
investigación intensa. Loa reacción es básica para la 
vida en la tierra y puede que presente novedades sobre 
la química bioinorgánica. La determinación de la estruc- 
tura del centro polimetálico ha inspirado varias hipóte- 
sis razonables sujetas a comprobación experimental. 
Manténgase atento. 


RESUMEN 20.2 Centros de reacción fotoquímicos 


E Las bacterias tienen un único centro de reacción foto- 
químico; en las bacterias púrpura es del tipo feofitina-qui- 
nona, y en bacterias verdes del azufre del tipo Fe-S. 

E Los estudios estructurales del centro de reacción de 
una bacteria púrpura han proporcionado información 
sobre el flujo electrónico impulsado por la luz desde un 
par especial de moléculas de clorofila (P870), a través 
de la feofitina, a las quinonas. A continuación, los elec- 
trones pasan desde las quinonas a través del complejo 
del citocromo bc, y vuelven al par especial de clorofilas. 
E Una vía alternativa, en las bacterias verdes del azu- 
fre, envía los electrones desde las quinonas reducidas 
al NAD*. 

MM Las cianobacterias y las plantas tienen dos centros 
de fotorreacción diferentes, PSI y PSI, que funcionan 
en tándem. 

E En el centro de reacción del fotosistema II de plan- 
tas, un par especial de clorofilas (P680) pasa electrones 
a la plastoquinona y los electrones perdidos del P680 
son reemplazados por electrones del H,O (en otros 
organismos se utilizan dadores de electrones diferentes 
del H,O). 


Mm El fotosistema I de plantas pasa electrones desde el 
par especial excitado (P700) a su centro de reacción 
través de una serie de transportadores a la ferredoxina, 
que reduce el NADP* a NADPH. 

MM El flujo de electrones a través del complejo del cito- 
cromo b,fimpulsa los protones a través de la membrana 


ica, creando una fuerza protón-motriz que pro- 
A energía para la síntesis de ATP por una ATP 


sintasa. La actividad de escisión del agua también des- 
plaza electrones desde el estroma a la luz del tilacoide, 
contribuyendo al gradiente protónico. 

E El flujo lineal de electrones a través de los fotosiste- 
mas produce NADPH y ATP. El flujo de electrones cícli- 
co sólo produce ATP y permite que exista una variabili- 
dad en las proporciones de NADPH y ATP formados. 

© La localización de PSI y PSII entre los tilacoides 
granales y del estroma puede cambiar y está controlada 
indirectamente por la intensidad de la luz; con lo que se 
optimiza la distribución de excitones entre PSI y PSI 
para la captura eficiente de energía. 

E Larotura del H,O impulsada por la luz está cataliza- 
da por un complejo proteico que contiene Mn,CaO,; se 
produce O,. La plastoquinona reducida transporta elec- 
trones al complejo del citocromo b,f; de ahí los electro- 
nes pasan a la plastocianina y a continuación al P700 
donde reemplazan a los que se perdieron durante su 
fotoexcitación. 


20.3 Síntesis de ATP 
por fotofosforilación 


Las actividades combinadas de los dos fotosistemas de 
plantas transportan electrones desde el agua al NADP*, 
conservando parte de la energía de la luz absorbida en 
forma de NADPH (Fig. 20-16). Simultáneamente, se 
bombean protones a través de las membranas de los 
tilacoides y la energía se conserva en forma de potencial 
electroquímico. Seguidamente veremos el proceso por 
el cual este gradiente de protones impulsa la síntesis de 
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ATP, el otro producto conservador de la energía de las 
reacciones dependientes de luz. 

En 1954 Daniel Arnon y colaboradores descubrie- 
ron que el ATP se genera a partir del ADP y del P, 
durante la transferencia elec- 
trónica fotosintética en cloro- 
plastos de espinaca ilumina- 
dos. Estos hallazgos recibie- 
ron el apoyo del trabajo de 
Albert Frenkel que detectó la 
producción de ATP depen- 
diente de la luz en estructuras 
membranosas que contenían 
pigmentos denominadas cro- 
matóforos, procedentes de 
bacterias fotosintéticas. Los 
investigadores concluyeron 
que parte de la energía luminosa capturada por los sis- 


Daniel Arnon, 1910-1994 
(Fuente: Reinhard Bachofen.] 


temas fotosintéticos de estos organismos se transforma 


en energía del enlace fosfato del ATP en el proceso de 
la fotofosforilación. 


Un gradiente de protones acopla el flujo electrónico 
con la fosforilación 


Varias propiedades de la transferencia electrónica foto- 
sintética y de la fotofosforilación en cloroplastos indican 
que un gradiente de protones juega el mismo papel que 
el que juega en la fosforilación oxidativa mitocondrial: 
(1) los centros de reacción, transportadores electróni- 
cos y enzimas formadores de ATP están localizados en 
una membrana impermeable a los protones (é peri 2 
na del tilacoide, que ha de estar intacta p i 

cabo la fotofosforilación. (2) Se puede desmeoplar da 
fotofosforilación del flujo electrónico mediante reacti- 
vos que promueven el paso de protones a través de la 
membrana del tilacoide. (3) Se puede bloquear la foto- 
fosforilación por la venturicidina y otros agentes simila- 
res que mbiben la formación de ATP a partir de ADP y 
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FIGURA 20-25 Circuitos de protones y electrones durante la fotofos- 
forilación. Los electrones (flechas azules) se desplazan desde el H,O a 
través de PSII, la cadena de transportadores intermedios, PS! y final- 
mente al NADP”, Los protones (flechas rojas) se bombean a la luz del 
tilacoide por el flujo de electrones a través de la cadena de transportado- 
res que unen PSII y PSI, y vuelven a entrar en el estroma a través de 
canales protónicos formados por CF de la ATP sintasa. La subunidad CF, 
cataliza la síntesis de ATP 


P, por la ATP sintasa de las mitocondrias. (4) La síntesis 
de ATP es catalizada por complejos CF CF, localizados 
en la superficie exterior de la membrana del tilacoide, 
que son de estructura y función muy parecidas a las de 
los complejos FF, de las mitocondrias. 

Las moléculas transferidoras de electrones en la 
cadena de transportadores que interconecta PSII con 
PSI están orientadas de forma asimétrica en la membra- 
na del tilacoide, por lo que el flujo de electrones fotoin- 
ducido da lugar a un movi- 
miento neto de protones a tra- 
vés de la membrana, desde el 
lado del estroma a la luz del 
tilacoide (Fig. 20-25). En 
1966 André Jagendorf demos- 
tró que un gradiente de pH a 
través de la membrana del 
tilacoide (exterior alcalino) 
podía proporcionar la fuerza 
motriz para generar ATP. Sus 
observaciones iniciales pro- 
porcionaron algunas de las 
pruebas experimentales más importantes en favor de la 
hipótesis quimiosmótica de Mitchell. 

Jagendorf incubó cloroplastos, en la oscuridad, en 
un tampón de pH 4, el cual penetró lentamente en el 
compartimiento interno de los tilacoides disminuyendo 
su pH interno. Añadió ADP y P, a la suspensión oscura 
de cloropilastos y a continuación elevó de forma repen- 
tina el pH del medio externo hasta 8, creándose 
momentáneamente un gran gradiente de pH a través de 
7 afo qn li Á medida que los protones salían desde 

itacoides hacia el medio, se generaba ATP a partir 
de ADP y P, Debido a que la formación tenía lugar en la 
oscuridad (sin aporte de energía luminosa), este expe- 
rimento demostró que un gradiente de pH a través de 
una membrana constituye un estado de energía elevada 
que puede, al igual que en la fosforilación oxidativa 
mitocondrial, facilitar la transducción de la energía de la 
transferencia de electrones en energía química del ATP. 


André Jagendort 
[Fuente: Cortesía de Pro- 
fessor André Jagendorf.] 


Se ha establecido la estequiometria aproximada 
de la fotofosforilación 


A medida que se desplazan los electrones desde el agua 
al NADP* en los cloroplastos de plantas, se desplazan 
unos 12 protones desde el estroma a la luz del tilacoide 
por cada cuatro electrones pasados (es decir, por cada 
O, formado). Cuatro de esos protones se desplazan por 
el complejo que desprende oxígeno, y hasta ocho por el 
complejo del citocromo bf. El resultado cuantitativo es 
una diferencia de 1.000 veces en la concentración de H* 
a través de la membrana del tilacoide (ApH = 3). 
Recuerde que la energía que se almacena en un gradien- 
te de protones (el potencial electroquímico) tiene dos 
componentes: una diferencia en concentración de pro- 
tones (ApH) y un potencial eléctrico (Ay) originado en 
la separación de cargas. En los cloroplastos, el compo- 
nente dominante es ApH; aparentemente el movimien- 
to de contraiones disipa la mayor parte del potencial 
eléctrico. En cloroplastos iluminados, la energía almace- 
nada en el gradiente de protones por mol de protones es 


AG = 2.3RT ApH + ZF Ay = —17 kJ/mol 


de tal modo que el movimiento de 12 moles de protones 
a través de la membrana del tilacoide representa la con- 
servación de unos 200 kJ de energía, suficiente para 
impulsar las síntesis de varios moles de ATP (AG" = 
30,5 kJ/mol). Las medidas experimentales dieron valo- 
res de unos 3 ATP por O, producido. 

Para dirigir cuatro electrones desde el H,O al 
NADPH se han de absorber al menos ocho fotones (un 
fotón por electrón en cada centro de reacción). La ener- 
gía de ocho fotones de luz visible es más que suficiente 
para generar la síntesis de tres moléculas de ATP. 

La síntesis de ATP no es la única reacción de con- 
servación de la energía de la fotosíntesis en las plantas; 
el NADPH formado en la transferencia electrónica final 
también es rico energéticamente. La ecuación global 
para la fotofosforilación no cíclica (un término que se 
explica más adelante) es 


2H,0 +8 fotones + 2NADP* + —3ADP* + —3P; — 
O, + ~3ATP + 2NADPH (20-6) 


La ATP sintasa de los cloroplastos se parece 
a la de la mitocondria 


El enzima responsable de la síntesis de ATP en los clo- 
roplastos es un gran complejo con dos componentes 
funcionales, CF, y CF, (la C denota la localización, los 
cloroplastos). CF, es un poro protónico transmembrana 
compuesto por varias proteínas integrales de membrana 
y es homólogo del F, mitocondrial. CF, es un comple 
de proteína periférica de membrana /Tt gi 
composición de subunidades, estructiyra” O 
F, mitocondrial. 

La microscopia electrónica de cloroplastos seccio- 
nados muestra complejos de ATP sintasa en forma de 
proyecciones en forma de pomo en la superficie exte- 
rior (del estroma o x) de las membranas de los tilacoi- 
des que se corresponden con los complejos de ATP 
sintasa que se proyectan sobre la superficie ¿interior 
(matriz o N) de la membrana mitocondrial interna. Así, 
la relación entre la orientación de la ATP sintasa y la 
dirección del bombeo de protones es la misma en los 
cloroplastos y en las mitocondrias. En ambos casos la 
porción F, de la ATP sintasa está localizada en el lado 
más alcalino (N) de la membrana a través de la que flu- 
yen los protones a favor de su gradiente de concentra- 
ción; la dirección del flujo de protones en relación a F, 
es la misma en ambos casos: de pa N (Fig. 20-26). 

Se cree que el mecanismo de la ATP sintasa de clo- 
roplastos es también esencialmente idéntico al de su 
análogo mitocondrial, ADP y P, se condensan fácilmente 
para formar ATP sobre la superficie del enzima, y la 
liberación de este ATP ligado al enzima requiere una 
fuerza protón-motriz. La catálisis rotacional ocupa 
secuencialmente cada una de las tres subunidades 4 de 
la ATP sintasa en la síntesis de ATP, liberación de ATP, 
y unión de ADP + P, (Figs. 19-26 y 19-27). 

Se postula que la ATP sintasa de cloroplastos de 
espinaca, que tiene 14 subunidades c en su complejo 
CF, ha de tener una menor proporción de ATP formado 
respecto a electrones transferidos, en comparación con 
los complejos F, bovino, de levadura o de E. coli, que 
tienen, 8, 10 y 10 subunidades c, respectivamente. 


Ke 
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Bacteria (E. coli) 


FIGURA 20-26 La orientación de la ATP sintasa está fijada en rela- 
ción al gradiente de protones, Superficialmente puede parecer que la 
dirección del bombeo de protones en los cloroplastos sea la opuesta a 
la de las mitocondrias y bacterias. En las mitocondrias y bacterias, los 
protones se bombean fuera del orgánulo o célula al tiempo que F, se 
encuentra en el lado interno de la membrana; en los cloroplastos, los 
protones se bombean hacia adentro de la luz del tilacoides y CF, se 
encuentra en el exterior de la membrana tilacoide. No obstante, en los 
tres casos tiene lugar el mismo mecanismo de conversión de energía 
(del gradiente de protones al ATP). El ATP se sintetiza en ia matriz de 
la mitocondria, en el estroma de los cloroplastos y en el citosol de las 
bacterias. 


RESUMEN 20.3 Síntesis de ATP y fotofosforilación 


M En las plantas, tanto la reacción de rotura del agua 
como el flujo electrónico a través del complejo del cito- 
cromo bf va acompañado del bombeo de protones a tra- 


TA TRON membrana del tilacoide. La fuerza protón-mo- 


eada impulsa la síntesis de ATP por un comple- 
jo CF CF, similar al complejo F F, de la mitocondria. 
E El mecanismo de CF CF, es muy similar al de las 
ATP sintasas de mitocondrias y bacterias. La rotación 
fisica impulsada por el gradiente de protones se acom- 
paña de la síntesis de ATP en sitios que se ciclan a tra- 
vés de tres conformaciones, una con alta afinidad por el 
ATP, una con alta afinidad por el ADP + P, y una tercera 
con baja afinidad por ambos nucleótidos. 


20.4 Evolución de la fotosíntesis 
oxigénica 


La aparición de la fotosíntesis oxigénica sobre la tierra 
hace unos 2.500 millones de años fue un acontecimiento 
crucial en la evolución de la biosfera. Antes de ello, la 
atmósfera de la tierra contenía metano, CO, y N,. El 
planeta carecía prácticamente de oxígeno molecular y 
estaba desprovista de una capa de ozono para proteger 
a los organismos vivos de la radiación UY solar. La foto- 
síntesis oxigénica puso a disposición un suministro casi 
ilimitado de un agente reductor (H,O) para impulsar la 
producción de compuestos orgánicos mediante reaccio- 
nes biosintéticas reductoras, También aparecieron 
mecanismos que permitieron a los organismos utilizar 
O, como aceptor electrónico terminal en transferencias 
de electrones muy energéticas a partir de sustratos 
orgánicos, empleando la energía de oxidación para sos- 
tener el metabolismo. El complejo aparato fotosintético 
de una planta vascular moderna es la culminación de 
una serie de acontecimientos evolutivos el más reciente 
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FIGURA 20-27 Membranas fotosintéticas de una cianobacteria. En 
estas secciones finas de una cianobacteria, observada con un microsco- 
pio electrónico de transmisión, se ve que las múltiples capas de 'as 
membranas internas ocupan la mitad del volumen de la célula. El 
extenso sistema de mebranas tiene la misma función que las membra- 
nas tilacoides de ias plantas vasculares al proporcionar una gran área 
superficial que contiene toda la maquinaria fotosintética. (Barra = 100 
nm). fFuente: S. R. Miller et al, Discovery of a free-living chlorophyll 
d-producing cyanobacterium with a hybrid proteobaterial/cp4nóbacterial 
small-subunit rRNA gene Proc. Nati. Acad. Sci. USA 102:85 e (e 
2 © Nationa! Academy of Sciences.) 


de los cuales fue la adquisición por parte de las células 
eucarióticas de una cianobacteria endosimbionte. 


Los cloroplastos evolucionaron a partir de bacterias 
fotosintéticas 


Los cloroplastos de los organismos modernos se pare- 
cen a las mitocondrias en varias propiedades y, proba- 
blemente, se originaron por el mismo mecanismo que 
dio lugar a las mitocondrias: la endosimbiosis. Al igual 
que las mitocondrias los cloroplastos contienen su pro- 
pio DNA y su maquinaria sintetizadora de proteínas. 
Algunos polipéptidos de las proteínas de los cloroplas- 
tos están codificados por genes de los cloroplastos y se 
sintetizan en los mismos; otros están codificados en 
genes nucleares, se sintetizan fuera de los cloroplastos 
y son importadas a los mismos (Capítulo 27). Cuando 
las células vegetales crecen y se dividen, los cloroplas- 
tos dan lugar a nuevos cloroplastos por división durante 
la que se replica su DNA dividiéndose entre los cloro- 
plastos resultantes. En las cianobacterias modernas la 
maquinaria y mecanismos para la captura de la luz, el 
flujo electrónico y la síntesis de ATP son parecidos en 
muchos aspectos a los de los cloroplastos de las plantas. 
Estas observaciones condujeron a la hipótesis amplia- 
mente aceptada en la actualidad de que los progenitores 
evolutivos de las células vegetales modernas eran euca- 
riotas primitivos que engulleron cianobacterias fotosin- 
téticas y establecieron una relación endosimbiótica 
estable entre ellos (véase la Fig. 1-40). 


Al menos la mitad de la actividad fotosintética de la 
tierra se da actualmente en microorganismos: algas, 
otros eucariotas fotosintéticos y bacterias fotosintéti- 
cas. Las cianobacterias tienen PSII y PSI en tándem, y 
PSH tiene una actividad asociada de escisión de agua 
similar a la de plantas. Sin embargo, los grupos restan- 
tes de bacterias fotosintéticas tienen un único centro de 
reacción y no parten el H,O ni producen O,. Muchas son 
anaerobios obligados que no pueden tolerar el O,; han 
de utilizar un compuesto diferente del H,O como dador 
de electrones. Algunas bacterias fotosintéticas utilizan 
compuestos inorgánicos como dadores de electrones (e 
hidrógeno). Por ejemplo, las bacterias verdes del azufre 
utilizan sulfuro de hidrógeno: 


2H,S + CO, > (CH,0) + H,O + 28 


Estas bacterias, en lugar de desprender O, molecular, 
producen azufre elemental como producto de oxida- 
ción del H,S. (Después continúan oxidando el S a 
SO, ). Otras bacterias fotosintéticas utilizan compues- 
tos orgánicos corno dadores de electrones, por ejemplo, 
lactato: 


luz i 
2 Lactato + CO, —> (CH20) + H0 + 2 piruvato 


La fotosíntesis enas plantas y en las bacterias son pro- 
cesos fundamentalmente similares a pesar de las dife- 
cias en los dadores de hidrógeno que utilizan. Esta 


FOte más evidente cuando se escribe la 
uación de la fotosíntesis en una forma más general: 
luz 
2H2D + CO, ——> (CH20) + H20 + 2D 


en la que H,D representa un dador de electrones (e 
hidrógeno) y D es su forma oxidada. H,D puede ser 
agua, sulfuro de hidrógeno, lactato o algún otro com- 
puesto orgánico según la especie. Es muy probable que 
las bacterias que desarrollaron en primer lugar la capa- 
cidad fotosintética utilizasen H,S como fuente de elec- 
trones. 

Los parientes antiguos de las cianobacterias moder- 
nas aparecieron probablemente a causa de la combina- 
ción de material genético de dos tipos de bacterias 
fotosintéticas, con sistemas del tipo visto en las bacte- 
rias púrpura modernas (con una ruta electrónica del 
tipo PSI) y en las bacterias verdes del azufre (con una 
ruta para los electrones parecida a PSI). La bacteria con 
dos fotosistemas independientes pudo haber utilizado 
uno en un conjunto de condiciones y el otro en condi- 
ciones diferentes. Con el tiempo apareció un mecanis- 
mo que conectó los dos fotosistemas para su uso simul- 
táneo al tiempo que el sistema tipo PSII adquirió la 
capacidad de escisión del agua que se encuentra en las 
cianobacterias modernas. 

Las cianobacterias modernas pueden sintetizar ATP 
por fosforilación oxidativa o por fotofosforilación, aun- 
que no tienen ni mitocondrias ni cloroplastos. La maqui- 
naria enzimática para ambos procesos se encuentra en 
una membrana plasmática con muchos repliegues 
(Fig. 20-27). En ambos procesos funcionan tres com- 


NADH +H*+ NAD+ 


H20 20, 


NADPH+H” NADP+ 


Fosforilación 


Fotofosforilación oxidativa 


FIGURA 20-28 Los papeles duales del citocro OL A 


c, en cianobacterias reflejan orígenes evolutivos, Las cianobacterias 
utilizan el citocromo b,f el citocromo €, y la plastoquinona tanto en la 
fosforilación oxidativa como en la fotofosforilación, (a) En la fotofosfori- 
lación, los electrones fluyen (flechas azules) desde el agua hacia el 
NADP”. (b) En la fosforilación oxidativa, los electrones fluyen desde el 
NADH hacia el O, Ambos procesos están acompañados por movi- 
miento de protones a través de la membrana, efectuado por un ciclo Q 


ponentes proteicos lo que es prueba de que los procesos 
tienen un origen evolutivo común (Fig. 20-28). Prime- 
ro, el complejo de bombeo de protones del citocromo bf 
transporta electrones desde la plastoquinona al citocro- 
mo c, en la fotosíntesis y también transporta electrones 
desde ia ubiquinona al citocromo c, en la fosforilación 
oxidativa, papel desempeñado por el citocromo be, en la 
mitocondria. Segundo, el citocromo c, homólogo del 
citocromo c mitocondrial, transporta electrones desde 
el Complejo IM al Complejo IV en las cianobacterias; 
también puede transportar electrones desde el comple- 
jo del citocromo b,f a PSI, una función realizada en las 
plantas por la plastocianina, Vemos, por tanto, la homo- 
logía funcional entre el complejo del citocromo bf cia- 
nobacteriano y el complejo del citocromo bc, mitocon- 
drial y entre el citocromo c, cianobacteriano y la plasto- 
cianina de plantas. El tercer componente conservado es 
la ATP sintasa, que funciona en la fosforilación oxidativa 
y en la fotofosforilación en las cianobacterias y en las 
mitocondrias y cloroplastos de los eucariotas fotosinté- 
ticos. La estructura y el notable mecanismo de este 
enzima se han conservado cuidadosamente a lo largo de 
la evolución. 
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En Halobacterium una única proteina absorbe luz 
y bombea protones para impulsar la sintesis de ATP 


n algunas arquebacterias modernas, ha aparecido un 
mecanismo totalmente diferente para convertir la ener- 
gía de la luz en un gradiente electroquímico. La arque- 
bacteria halófila (que le “gusta la sal”) Halobacterium 
salinarum, comúnmente denominada halobacteria, 
sólo vive en estanques y lagos salados (Great Salt Lake 
y el Mar Muerto, por ejemplo) en donde las elevadas 
concentraciones de sal, que pueden ser superiores a 4 
M, son resultado de la pérdida de agua por evaporación. 
En realidad las halobacterias no pueden vivir a concen- 
traciones de NaCl inferiores a 3 m. Estos organismos son 
aeróbicos y normalmente utilizan O, para oxidar molé- 
culas combustibles orgánicas. No obstante, la solubili- 
dad del O, es tan baja en los estanques salados que 
algunas veces el metabolismo oxidativo se ha de com- 
plementar con luz solar como fuente alternativa de 
energía. 

La membrana plasmática de H. salinarum contie- 
ne pequeñas extensiones del pigmento que absorbe luz 
bacteriorrodopsina, que contiene retinal (el aldehído 
derivado de la vitamina A; véase la Fig. 10-20) como 
grupo prostético colector de luz. Cuando se iluminan las 
células, el todo-trans-retinal unido a la bacteriorrodop- 
sina absorbe un fotón y experimenta una fotoisomeriza- 
ción a 13-cis-retinal que fuerza un cambio de conforma- 
ción de la proteína. El restablecimiento del todo-trams-re- 
tinal es simultáneo a la salida de protones al exterior a 
través de la membrana plasmática. La bacteriorrodopsi- 


TI ólo 247 residuos aminoácidos, es la bomba de 


impulsada por la luz más sencilla que se cono- 
ce. La diferencia en estructura tridimensional entre la 
bacteriorrodopsina en la oscuridad y después de la ilu- 
minación (Fig. 20-29a) sugiere una vía por la cual una 
serie de “saltos” concertados de protones puede trans- 
portar efectivamente un protón a través de la membra- 
na. El cromóforo retinal se une mediante una base de 
Schiff al grupo -amino de un residuo Lys. En la oscuri- 
dad el nitrógeno de esta base de Schiff se encuentra 
protonado; en la luz, la fotoisomerización del retinal 
disminuye el pK, de este grupo y cede su protón a un 
residuo Asp cercano, desencadenando una serie de sal- 
tos de protones que finalmente provocan la liberación 
de un protón en la superficie exterior de la membrana 
(Fig. 20-29b). 

El potencial electroquímico a través de la membra- 
na impulsa los protones de nuevo al interior de la célula 
a través de un complejo ATP sintasa de la membrana 
muy parecido al de mitocondrias y cloroplastos. De este 
modo, las halobacterias pueden utilizar la luz para 
suplementar el ATP sintetizado en la fosforilación oxi- 
dativa cuando el O, es limitado. Las halobacterias no 
desprenden O,, ni llevan a cabo la fotorreducción del 
NADP*; su maquinaria de fototransducción es, por 
tanto, mucho más sencilla que la de las cianobacterias o 
la de las plantas. No obstante, el mecanismo de bombeo 
protónico puede constituir un prototipo de otras bom- 
bas de iones más complejas. 
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RESUMEN 20.4 Evolución de la fotosíntesis oxigénica © Los cloroplastos, al igual que las mitocondrias, evo- 
l lucionaron a partir de bacterias que vivían endosimbió- 
HH Las cianobacterias modernas proceden de un orga- ticamente dentro de células eucarióticas primitivas. Las 
nismo antiguo que adquirió dos fotosistemas, uno del ATP sintasas de bacterias, cianobacterias, mitocondrias 
tipo del que se encuentra actualmente en las bacterias y cloroplastos, comparten un precursor evolutivo común 
púrpura y el otro del tipo que se encuentra en las bac- así como un mecanismo enzimático común. 
terias verdes del azufre. E Un mecanismo completamente diferente para con- 
E Muchos microorganismos fotosintéticos obtienen vertir la energía luminosa en un gradiente de protones 
electrones para la fotosíntesis no del agua sino de dado- apareció en las arquebacterias modernas en la que el 
res tales como el H,5. pigmento de captura de la luz es el retinal. 


E Las cianobacterias con los fotosistemas en tándem y 
una actividad de escisión del agua que libera oxígeno a 
la atmósfera aparecieron en la tierra hace unos 2.500 
millones de años. 


FIGURA 20-29 Evolución de un mecanismo diferente para el bombeo de 
protones impulsado por la luz en una arquebacteria halófila. (a) a bacte- 
.riorrodopsina (M_ 26.000) de Halobacterium halobium tiene siete hélices a: 
que abarcan la membrana, El cromóforo todo-trans-retinal (púrpura) está 
unido covalentemente mediante una base de Schiff al grupo e-amino de un 
residuo Lys en el interior profundo de la membrana. Una serie de residuos 
Asp y Glu y una serie de moléculas de agua estrechamnte asociadas se dis- 
tribuyen a lo largo de la proteína que aportan 'a vía transmembrana para los 
protones (flechas rojas). Los pasos OY) a O indican los movimientos de pro- 
tones, descritos más adelante. 

(b) En la oscuridad (panel izquierdo), la base de Schiff está protonada, La 
iluminación (panel derecho) totoisomeriza el retinal, generando cambios 
sutiles de conformación en la proteína que alteran la distancia entre la base 
ae Schiff y los residuos aminoácidos vecinos. La interacción con estos veci- 
au” y Valt) disminuye el pK, de la base de Sch'ff protonada, y la base 

` po carboxilo próximo del Asp% (paso O en (a)). 

STE altos de protones concertados entre moléculas de 
agua (véase la Fig. 2-14) en el interior de la proteína, que acaba O con la 
liberación de un protón que estaba compartido por Glu'” y Glu? cercanos a 
la superficie extracelular O La base de Schiff recupera un protón desde el 
Asp*, O que a su vez toma un protón del citosol. €) Finalmente, el Asp% 
cede su protón, dando lugár a la reprotonación del par Glu***-Glu'. El sis- 
tema vue ve a estar listo para otra ronda de bombeo de protones. [Fuentes: 
(a) PDB 1D 1CBR, H. Luecke et al., Science 286.255, 1999). {b} Información 
de R. B. Gennis y T. G. Ebrey, Science 286.252; 1999 ] 
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Los organismos fotosintéticos utilizan el ATP y el 
NADPH producidos en las reacciones dependientes de 
la luz de la fotosíntesis para sintetizar los miles de com- 
ponentes que constituyen el organismo. Esto es posible 
gracias a ciertas capacidades enzimáticas y rutas, que 
no están presentes en los quimioheterótrofos (por 
ejemplo los humanos), pero que han evolucionado en 
los fotoautótrofos (véase la Fig. 1-6). Las plantas (y 
otros autótrofos) pueden reducir el C z 
triosas para la síntesis de celulosa y 
proteínas y demás compuestos or, Z 
(Fig. 20-30). Al carecer de estas DERA sintéti- 
cas, los humanos y otros animales, dependen en último 
término de los organismos fotosintéticos para obtener 
los combustibles reducidos y precursores orgánicos 
esenciales para la vida. 


| 
CH¿0—P) 


5 Gliceraldehído 3-fosfato 


(6) 


(6) 


NADP” 


pa ae +H* (6) 


FIGURA 20-31 Las tres fases de la asimilación del CO, en los orga- 
nismos fotosintéticos. Las estequiometrías de tres intermediarios clave 
(números en paréntesis) revelan el destino de los átomos de carbono 
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FIGURA 20-30 Asimilación del CO, en forma de biomasa en las plantas. La 
sintesis de ATP y NADPH impulsada por la luz proporciona energía y poder 
reductor para la fijación de CO, en forma de triosas, a partir de las que se sinteti- 
zan todos los compuestos carbonados de las células vegetales. [Fuente: Foto de 
Brzostowska/Shutterstock.] 


Las plantas verdes contienen en sus cloroplastos 
una maquinaria enzimática que cataliza la conversión 
del CO, en compuestos orgánicos sencillos (reducidos), 
proceso que se denomina asimilación de CO,. Este 
proceso se ha llamado tam- 
bién fijación de CO, o fija- 
ción de carbono, aunque 
aquí reservaremos estos tér- 
minos para la reacción especí- 
fica en la que el CO, es incor- 
porado (fijado) en un com- 
puesto orgánico de tres carbo- 
nos, la triosa fosfato 3-fosfo- 


precursor de biomoléculas 
más complejas, entre ellas glú- 
cidos, polisacáridos y metabo- 
litos derivados de los mismos, 
todos los cuales se sintetizan a través de rutas metabó- 


Melvin Calvin, 1911-1997 
(Fuente; Ted Spiegei/Corbis ] 
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que entran y abandonan el ciclo de Calvin o ciclo de la reducción fotosin- 
tética de! carbono. Tal como se muestra aquí, se fijan tres CO, para la 
síntesis neta de una molécula de gliceraldehido 3-fosfato. 
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(a) Vista superior 


Ribulosa 1,5-bisfostato 


(b) 


Carbamil-Lys*" 


Ribulosa 1,5-bisfosfato 


FIGURA 20-33 Papel central del Mg” en el mecanismo catalítico de 
la rubisco. El Mg?" está coordinado en un complejo aproximadamente 
octaédrico con seis átomos de oxigeno: un oxigeno en el carbamato 
sobre la Lys?” dos en los grupos carboxilo de Gtu?% y Asp? dos en C-2 
y C-3 del sustrato, ribulosa 1,5-bisfosfato y uno en el otro sustrato, co, 
Una molécula de agua ocupa el sitio de unión del CO, en esta estructura 
cristalina. En esta figura se ha modelado una molécula de CO, en su 
sitio. (La numeración de los residuos se refiere al enzima de espinaca). 
[Fuente: Procedente de PDB ID 1RXO, T. C. Taylor and |. Andersson, J. 
Mol. Biol. 265:432, 1997] 


Vista lateral 


FIGURA 20-32 Estructura de la ribulosa 
15-bisfosfato carboxilasa (rubisco). (a) Vista 
superior y vista lateral de un modelo de cintas de 
la rubisco de la forma | de espinaca. El enzima 
tiene ocho subunidades grandes (azul) y ocho 
subunidades pequeñas (gris), fuertemente empa- 
quetadas en una estructura de M, >500.0006. La 
rubisco se encuentra presente a una concentra- 
ción de unos 250 mg/ml en el estroma del cloro- 
plasto lo que corresponde a una concentración 
y y A 10) N extraordinariamente eleva da de sitios activos (-4 
EA mm). Un análogo del estado de transición, 2-car- 
boxiarabinitol bisfosfato (amarillo) unido a cada 
uno de tos ocho sitios de unión de sustrato. El 
Mg” se muestra en verde. (b) Modelo de cintas 
de la rubisco de la forma lI de la bacteria Rhodos- 
pirillurn rubrum (PDB ID 9RUB). Las subunidades 
idénticas se muestran en gris y azul. [Fuentes: (a) 
PDB ID BRUC, |. Andersson et al, / Mal. Biol 
259:160, 1996. (b) PDB ID 9RUB, T. Lundqyist y 
G. Schneider, / Biol. Chem 266:12604, 1991.] 


licas similares a las de los tejidos animales. El dióxido de 
carbono se asimila en una ruta cíclica en la que se rege- 
neran constantemente intermediarios clave. La ruta fue 
descubierta a principios de los años 1950 por Melvin 
Calvin, Andrew Benson y James A. Bassham y a menudo 
se llama ciclo de Calvin o, de manera más descriptiva, 
ciclo de reducción fotosintética del carbono. 

El metabolismo de los glúcidos es más complejo en 
las células vegetales que en las animales o en los 
microorganismos no fotosintéticos. Además de las rutas 
universales de la glucólisis y la gluconeogénesis, las 
plantas tienen la secuencia de reacciones específica 
para la reducción del CO, a triosas fosfato y la ruta 
reductora asociada de las pentosas fosfato, todas las 
cuales han de estar reguladas de forma coordinada para 
asegurar la asignación adecuada de carbono a la pro- 
ducción de energía y a la síntesis de almidón y sacarosa. 
Tal como veremos, los enzimas clave están regulados 
por (1) reducción de enlaces disulfuro por electrones 
que fluyen desde el fotosistema I y (2) cambios en el pH 
y concentración de Mg” resultantes de la iluminación. 


Cuando observamos otros aspectos del metabolismo de 
glúcidos en plantas también encontramos enzimas que 
son modulados por (3) regulación alostérica convencio- 
nal por uno o más intermediarios metabólicos y (4) 
modificación covalente (fosforilación). 


La asimilación del dióxido de carbono tiene lugar 
en tres fases + 


La primera fase de la asimilación del CO, en biomolécu- 
las (Fig. 20-31) es la reacción de fijación del carbono: 
condensación del CO, con un aceptor de cinco carbo- 
nos, la ribulosa 1,5-bisfosfato, con formación de dos 
moléculas de 3-fosfoglicerato. En la segunda fase el 
3-fosfoglicerato se reduce a triosas fosfato. En conjunto, 
se fijan tres moléculas de CO, a tres moléculas de ribu- 
losa 1,5-bisfosfato para formar seis moléculas de glice- 
raldehído 3-fosfato (18 carbonos) en equilibrio con la 
dihidroxiacetona fosfato. En la tercera fase se utilizan 
cinco de las seis moléculas de gliceraldehído 3-fosfato 
(15 carbonos) en la regeneración de tres moléculas del 
material inicial ribulosa 1,5-bisfosfato (15 carbonos). La 
sexta molécula de triosa fosfato, el producto neto de la 
fotosíntesis, puede ser utilizada para formar hexosas 
que sirven como combustible y como material para pro- 
ducir sacarosa para el transporte a tejidos no fotosinté- 
ticos o almidón para almacenamiento. De este modo el 
proceso es cíclico y permite la conversión continua de 
CO, en triosas y hexosas fosfato. La fructosa 6-fosfato es 
un intermediario clave en la fase 3 de la asimilación del 


CO,; es un punto de bifurcación, irige 
regeneración de ribulosa 1,5-bisfosf; Kei AT 
sis de almidón. En la ruta desde hexo O > 


sa bisfosfato intervienen muchas de las reacciones utili- 
zadas en células animales para la conversión de pento- 
sas fosfato en hexosas fosfato durante la fase no oxida- 
tiva de la ruta de las pentosas fosfato (véase la Fig. 
14-23). En la asimilación fotosintética del CO, esta ruta 
funciona en la dirección opuesta, utilizando básicamen- 
te el mismo conjunto de reacciones que convierten 
hexosas fosfato en pentosas fosfato. Este cielo reduc- 
tor de pentosas fosfato utiliza los mismos enzimas 
que la ruta oxidativa y varios enzimas adicionales que 
hacen que el ciclo reductor sea irreversible. Los 13 enzi- 
mas de la ruta se encuentran en el estroma del cloro- 
plasto. 


Fase 1: Fijación del CO, en 3-fosfoglicerato A finales de la 
década de 1940 se descubrió una pista importante 
sobre la naturaleza de los mecanismos de asimilación 
del CO, en los organismos fotosintéticos cuando Calvin 
y colaboradores iluminaron una suspensión de algas 
verdes en presencia de dióxido de carbono radiactivo 
(*C0,) durante unos pocos segundos. Rápidamente 
mataron las células, extrajeron su contenido y utiliza- 
ron métodos cromatográficos para buscar los metaboli- 
tos en los que aparecía primeramente el carbono mar- 
cado. El primer compuesto que se marcaba era el 
J3-fosfoglicerato, con el **C localizado de manera predo- 
minante en el átomo de carbono carboxílico. Estos 
experimentos sugerían fuertemente que el 3-fosfoglice- 
rató es un intermediario temprano en la fotosíntesis. El 
gran número de plantas en las que este compuesto de 
tres carbonos es el primer intermediario se denominan 
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plantas C, en contraposición con las plantas C, que se 
describen más adelante. 

El enzima que cataliza la incorporación del CO, en 
una forma orgánica es la ribulosa 1,5-bisfosfato car- 
boxilasa/oxigenasa (a menudo llamada abreviada- 
mente rubisco). En tanto que carboxilasa la rubisco 
cataliza la unión covalente del CO, al azúcar de cinco 
carbonos ribulosa 1,5-bisfosfato y la rotura del interme- 
dio inestable de seis carbonos con formación de dos 
moléculas de 3-fosfoglicerato, una de las cuales es por- 
tadora del nuevo carbono introducido en forma de CO, 
en su grupo carboxilo (Fig. 20-31). La actividad oxige- 
nasa del enzima se discute en la Sección 20.2. 

Existen dos clases diferentes de rubisco. La forma I 
se encuentra en las plantas vasculares, algas y cianobac- 
terias; la forma II está confinada a ciertas bacterias foto- 
sintéticas. La rubisco vegetal, enzima clave en la produc- 
ción de biomasa a partir del CO,, tiene una estructura 
compleja de forma I (Fig. 20-32a), con ocho subunida- 
des grandes idénticas (M, 53.000; codificada en el plas- 
toma) con un sitio catalítico en cada una de ellas y ocho 
subunidades pequeñas idénticas (M_ 14.000; codificadas 
en el genoma nuclear) cuya función no es bien conocida. 
La rubisco de la forma II de las bacterias fotosintéticas 
es de estructura más sencilla, con dos subunidades que 
se parecen en muchos aspectos a las subunidades gran- 
des del enzima vegetal (Fig. 20-32b). Esta similitud es 
consistente con la hipótesis endosimbiótica sobre el ori- 
gen de los cloroplastos. El enzima de plantas tiene un 
número de recambio excepcionalmente bajo; sólo se 
fijan tres moléculas de CO, por segundo por molécula de 

a 25°C. Para conseguir velocidades elevadas de 

jación de CO, las plantas necesitan, por tanto, grandes 

cantidades de este enzima, De hecho la rubisco constitu- 

ye alrededor del 50% de la proteína soluble del cloro- 

plasto y es probablemente uno de los enzimas más 
abundantes de la biosfera. 

En el mecanismo propuesto para la rubisco de plan- 
tas tjene un papel central una cadena lateral de Lys 
carbamilada y con un ión Mg** unido. El ión Mg?" pone 
en contacto y orienta los reactivos en el sitio activo 
(Fig. 20-33) al tiempo que polariza el CO, exporiéndo- 
lo al ataque nucleofílico por el intermedio de la reac- 
ción, un enediolato de cinco carbonos, formado sobre el 
enzima (Fig. 20-34). El intermedio de seis carbonos 
resultante se rompe dando dos moléculas de 3-fosfogli- 
cerato. 

Como catalizador del primer paso de la asimilación 
fotosintética de CO,, la rubisco es una diana principal 
para la regulación. El enzima es inactivo hasta que se 
carbamila en el grupo -amino de la Lys*™ (Fig. 20-35). 
La ribulosa 1,5-bisfosfato inhibe la carbamilación al 
unirse fuertemente al sitio activo con lo que bloquea el 
enzima en la conformación “cerrada” en la que la Lys*" 
es inaccesible. La rubisco activasa supera la inhibición 
al promover la liberación de la ribulosa 1,5-bisfosfato 
dependiente de ATP con lo que se expone el grupo 
amino de la Lys a la carbamilación no enzimática por el 
CO,; ello va seguido de la fijación de Mg” que activa la 
rubisco. La rubisco activasa de algunas especies es acti- 
vada por la luz mediante un mecanismo redox similar al 
mostrado en la Fig. 20-46. 

Otro mecanismo regulador implica el “inhibidor 
nocturno” 2-carboxiarabinitol 1-fosfato, un análogo del 
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MECANISMO FIGURA 20-34 Primera fase de la asimitación de cO; 
actividad carboxilasa de la rubisco. La reacción de fijación de CO, está 
catalizada por la ributosa 1,5-bistosfato carboxilasa/oxigenasa (rubisco). 
La reacción global consigue la combinación de un CO, y una ribulosa 


estado de transición presente en la naturaleza con una 
estructura similar a la del intermedio 8-cetoácido de la 
reacción de la rubisco (Fig. 20-34). Este compuesto, 
sintetizado en la oscuridad por algunas plantas, es un 
potente inhibidor de la rubisco carbamilada. Es degra- 
dado cuando vuelve la luz o es expelido por la rubisco 
activasa, lo que activa la rubisco. 
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1,5-bistostato para formar dos moléculas de 3-fosfoglicerato, uno de los 
cuales contiene el átomo de carbono del CO, (rojo). Transferencias de 
protones adicionales (no mostradas) tienen lugar en varios de estos 
pasos con la intervención de Lys?", Lys'™ e His. 


Fase 2: Conversión del 3-fosfoglicerato en gliceraldehí- 
do 3-fosfato El 3-fosfoglicerato formado en la fase 1 se 
convierte en gliceraldehído 3-fosfato en dos pasos que 
son, básicamente, el inverso de los pasos correspon- 
dientes en la glucólisis, con una excepción: el cofactor 
nucleotídico para la reducción del 1,3-bisfosfoglicerato 
es el NADPH y no el NADH (Fig. 20-36). El estroma 
dei cloroplasto contiene todos los enzimas glucolíticos 
excepto la fosfogliceraio mutasa. Los enzimas del 
estroma son isozimas de los que se encuentran en el 
citosol, ambos conjuntos de enzimas catalizan las mis- 
mas reacciones, pero son el producto de genes dife- 
rentes. 

En el primer paso de la fase 2, la 3-fosfoglicerato 
quinasa del estroma cataliza la transferencia de un 
grupo fosforilo desde el ATP al 3-fosfoglicerato, dando 
1,3-bisfosfoglicerato. A continuación el NADPH cede 
electrones en una reducción catalizada por el isozima 
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FIGURA 20-35 Papel de la rubisco activasa en la carbamilación de la 
Lys% de la rubisco. Cuando el sustrato ribulosa 1,5-bisfosfato está unido 
al sitio activo, la Lys*%" mo es accesible. La rubisco activasa acopla la 
hidrólisis de ATP con la expulsión del azúcar bisfosfato unido, expo- 
niendo la Lys"; este residuo Lys puede ser ahora carbamilado con CO, 
en una reacción que aparentemente no está facilitada por un enzima. Ej 
Mg” es atraído por ta carbamit-Lys cargada negativamente uniéndose a 
eila con lo que se activa el enzima 


específico del cloroplasto de la gliceraldehído 3-fos- 
fato deshidrogenasa, produciendo gliceraldehído 
3-fosfato y P.. La triosa fosfato isomerasa interconvierte 
a continuación el gliceraldehído 3-fosfato y la dihi- 
droxiacetona fosfato. La mayor parte de las triosas fos- 
fato así producidas se utilizan para regenerar la ribulosa 
1,5-bisfosfato; el resto se convierte en almidón en el 
cloroplasto que es almacenado para su uso posterior, o 
se exporta inmediatamente al citosol y se convierte en 
sacarosa para su transporte hacia partes de la planta en 
crecimiento. En las hojas en desarrollo, una parte signi- 
ficativa de la triosa fosfato puede ser degradada por la 
glucólisis para obtener energía. 


Fase 3: Regeneración de la ribulosa 1,5-bisfosfato a par- 
tir de triosas fosfato La primera reacción en la asimila- 
ción de CO, para dar triosas fosfato consume ribulosa 
1,5-bisfosfato. Para el flujo continuo de CO, hacia ghúci- 
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dos, se debe regenerar constantemente la ribulosa 
1,5-bisfosfato. Esto se consigue con una serie de reac- 
ciones (Fig. 20-37) que, junto con las fases 1 y 2, for- 
man la ruta cíclica que se muestra en la Figura 20-31. El 
producto de la primera reacción de asimilación (3-fosfo- 
glicerato) experimenta una serie de transformaciones 
que regeneran la ribulosa 1,5-bisfosfato. Entre los inter- 
mediarios de esta ruta se cuentan azúcares de tres, 
cuatro, cinco, seis y siete carbonos. En la discusión 
siguiente todos los números de paso se refieren a la 
Figura 20-37. 

Los pasos @ y O) están catalizados por el mismo 
enzima, la aldolasa, que cataliza primero la condensa- 
ción reversible del gliceraldehído 3-fosfato con la dihi- 
droxiacetona fosfato dando fructosa 1,6-bisfosfato (paso 
©); ésta se rompe dando fructosa 6-fosfato y P, por la 
fructosa 1,6-bisfosfatasa (FBPasa-1) en el paso @. La 
reacción es muy exergónica y prácticamente irreversi- 
ble. El paso @ es catalizado por la transcetolasa, que 
contiene tiamina pirofosfato (TPP) como grupo prosté- 
tico (véase la Fig. 14-15a) y requiere Mg?*-. La transce- 
tolasa cataliza la transferencia reversible de un grupo 
cetol de dos carbonos (CH,OH—CO—) desde una ceto- 
sa fosfato dadora, la fructosa 6-fosfato, a una aldosa 
fosfato aceptora, el gliceraldehído 3-fosfato (Fig. 
20-384, b). formando la pentosa xilulosa 5-fosfato y la 
tetrosa eritrosa 4-fosfato. En el paso @ la aldolasa 
actúa de nuevo combinando la eritrosa 4-fosfato con la 
dihidroxiacetona fosfato dando la sedoheptulosa 
1,7-bisfosfato de siete carbonos. Un enzima específico 
de los plastidios, la sedoheptulosa 1,7-bisfosfatasa con- 

bisfosfato en sedoheptulosa 7-fosfato fpaso 
); ésta es la segunda reacción irreversible de la ruta. 
La transcetolasa vuelve a actuar (paso @) y convierte 
la sedoheptulosa 7-fosfato y el gliceraldehído 3-fosfato 
en dos pentosas fosfato (Fig. 20-38c). La Figura 20-39 
muestra cómo un fragmento de dos carbonos es trans- 
portado temporalmente en el cofactor de la transcetola- 
sa, el TPP, y condensado con los tres carbonos del glice- 
raldehído 3-fosfato en el paso QU. 

Las pentosas fosfato formadas en las reacciones de 
la transcetolasa, ribosa 5-fosfato y xilulosa 5-fosfato, se 
convierten en ribulosa 5-fosfato (pasos Y y @) que, 
en la reacción final del ciclo, O), se fosforila a ribulosa 
1,5-bisfosfato por la ribulosa 5-fosfato quinasa 
(Fig. 20-40). Ésta es la tercera reacción muy exergóni- 
ca de la ruta ya que el enlace anhídrido fosfato del ATP 
se cambia por un éster fosfato en la ribulosa 1,5-bisfos- 
fato. 


Cada triosa fosfato sintetizada a partir de CO, cuesta seis 
NADPH y nueve ATP 


El resultado neto de tres vueltas del ciclo de Calvin es 
la conversión de tres moléculas de CO, y una molécula 
de fosfato en una molécula de triosa fosfato. En la Fig- 
ura 20-41 se muestra la estequiometria global de la 
ruta desde el CO, a triosa fosfato con regeneración de la 
ribulosa 1,5-bisfosfato. Se condensan tres moléculas de 
ribulosa 1,5-bisfosfato (un total de 15 carbonos) con 
tres moléculas de CO, (tres carbonos) formando seis 
moléculas de 3-fosfoglicerato (18 carbonos). Estas seis 
moléculas de 3-fosfoglicerato se reducen a seis molécu- 
las de gliceraldehído 3-fosfato (que están en equilibrio 
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FIGURA 20-36 Segunda fase de la asimilación de CO,. El 3-fostogli- 
cerato se convierte en gliceralcehído 3-fostato (flechas rojas). El car- 
bono fijado del gliceraldehído 3-fosfato tiene varios destinos posibles 
(flechas azules) La mayor parte del gliceraldehido 3-fosfato (10 de 
cada 12 moles) se recicla para formar 6 moles de pentosas fosfato tal 
como se muestra en la Fig. 20-37. Los 2 moles restantes de triosa fos- 
fato, la ganancia neta en carbono fijado, se convierten en sacarosa para 
el transporte o se almacena en forma de almidón en el cloroplasto. En 


con la dihidroxiacetona fosfato) con gasto de seis ATP 
(en la síntesis de 1,3-bisfosfoglicerato) y seis NADPH 
(en la reducción del 1,3-bisfosfoglicerato a gliceraldehí- 
do 3-fosfato). El isozima de la gliceraldehído 3-fosfato 
deshidrogenasa presente en los cloroplastos puede uti- 
lizar NADP como transportador electrónico y funciona 
normalmente en la dirección de la reducción del 1,3-bis- 
fosfoglicerato. El isozima citosólico utiliza NAD, al igual 
que los enzimas glucolíticos de los animales y otros 
eucariotas y en la oscuridad este isozima actúa en la 
glucólisis oxidando el gliceraldehído 3-fosfato. Los dos 
isozimas de la gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa, 
al igual que todos los enzimas, catalizan la reacción en 
ambas direcciones. 

Una molécula de gliceraldehído 3-fosfato es el pro- 
ducto neto de la ruta de asimilación del carbono. Las 
otras cinco moléculas de triosa fosfato (15 carbonos) se 
reordenan en los pasos @® a (O) de la Figura 20-37 para 
formar tres moléculas de ribulosa 1,5-bisfosfato (15 
carbonos). El último paso de esta conversión requiere 


este último caso el gliceraldehido 3-fosfato se condensa con dihi- 
droxiacetona fosfato en el estroma convirtiéndose en fructosa 1,6-bis- 
fosfato que es un precursor del almidón. En otras situaciones, el glice- 
raldehido 3-fostato se convierte en dihidroxiacetona fosfato que 
abandona el cloroplasto vía un transportador específico (véase la Fig. 
20-42) y, en el citosol, se puede degradar giucolíticamente para pro- 
ducir energía o utilizarse para formar fructosa 6-fosfato y, por tanto, 
sacarosa. 


un ATP por ribulosa 1,5-bisfosfato, es decir un total de 
tres ATP. Así, por cada molécula de triosa fosfato produ- 
cida por la asimilación fotosintética del CO, se requie- 
ren seis NADPH y nueve ATP. 

El NADPH y el ATP se producen en las reacciones 
de la fotosíntesis dependientes de la luz con aproxima- 
damente la misma razón (2:3) en que son consumidas 
en el ciclo de Calvin. Nueve moléculas de ATP se con- 
vierten en ADP y fosfato en la generación de una molé- 
cula de triosa fosfato; ocho de los fosfatos se liberan en 
forma de P, que se combinan con ocho ADP para rege- 
nerar ATP. El noveno fosfato se incorpora en la propia 
triosa fosfato. Para convertir el noveno ADP en ATP, se 
ha de importar una molécula de P, del citosol tal como 
veremos más adelante. 

En la oscuridad, cesa la producción de ATP y 
NADPH por la fotofosforilación y también se detiene la 
incorporación de CO, en triosa fosfato antes conocidas 
como reacciones oscuras). Las “reacciones oscuras” de 
la fotosíntesis se denominaron de este modo para distin- 


Gliceraldehido 3-fostato 
9. 


Dihidroxiacetona fosfato 
9-10 


Gliceraldehioo 3-fostfato 
o... 


Ribosa ep 


roosa 
5-fòsfato 
Samer ds 
Ribulosa 5-fosfato 
60.00. 


20.5 Reacciones de asimilación del carbono 


Dihidroxiacetona fosfato 
00 


© A 


Fructosa 1,6-bisfostato 
090-4400 4 


€) fructosa 1,6-bistostatasa 


P; 
Fructosa 6-fosfato 
Y 
Eritrosa 4-fosfato 
s0.0.. 


O |... 


Sedoheptulosa 1, 7-bisftosfato 


06-04-0044 
[5) sedohentulosa 
17-batosfalasa 

P, 


Sedoheptulosa 7-fostato 
in Q 


transcetolasa 


781 


pic 1 3-fosfato 


Xitulosa 5-fostato 
00000 


15) ribulosa 
5-tosfatn 


epunerasa 


Ribulosa 5-fosfato 


000400 
O ADP Ribulosa 1,5- 
ADP bisfostato 
ATP aliaticitiades 
Ribulosa 5-fosfato 
o. 


ribulosa 5-fos'20 


Xilulosa 5-fosfato 


Lonne ATION 


Ribulosa 1,5-bisfostato 
SSL 
S-Mstato 46300» 


quinasa 


epimerasa 


FIGURA 20-37 Tercera fase de la asimilación de CO,. Este diagrama 
esquemático muestra las interconversiones de las triosas fosfato y las pen- 
tosas fosfato. Los circulos negros representan el número de carbonos de 
cada compuesto. Los materiales de partida son el gliceraldehíido 3-fostato y 
la dihidroxiacetona fosfato, Las reacciones catalizadas por la aldolasa (O) y 
O) y la transcetolasa (O) y @) producen pentosas fosfato que se convier- 


ten en ribulosa 1,5-bisfostato—ribosa 5-fostato por la ribosa 5-fostato iso- 
merasa (@) y en xilulosa S-fosfato por la ribulosa 5-fosfato epimerasa 
(O). En el paso O ia ribulosa S-fosfato es fosforilada, regenerando ribu- 
iosa 1,5-bistosfato. Los pasos con flechas azules son exergónicos y hacen 
que el proceso en su conjunto sea irreversible pasos O (fructosa 1,6-bis- 
fosfatasa), @ (sedoheptulosa bisfosfatasa) y O ribulosa 5-fosfato quinasa. 


guirlas de las reacciones primarias, impulsadas por la 
luz, de transferencia de electrones al NADP* y de sínte- 
sis de ATP. De hecho, en la oscuridad estas reacciones 
no transcurren a velocidades significativas por lo que 
estas reacciones se denominan con mayor propiedad 
reacciones de asimilación de carbono. Describiremos 
más adelante en esta sección los mecanismos regulado- 
res que ponen en marcha la asimilación de carbono en 
presencia de luz y que la detienen en la oscuridad. 

Dentro del estroma del cloroplasto se encuentran 
todos los enzimas necesarios para convertir las triosas 
fosfato producidas por la asimilación del CO, (gliceral- 
dehído 3-fosfato y dihidroxiacetona fosfato) en almidón, 
que se almacena temporalmente en el cloroplasto en 
forma de gránulos insolubles. La aldolasa condensa las 
triosas a fructosa 1,6-bisfosfato; la fructosa 1,6-bisfosfa- 
tasa produce fructosa-6-fosfato; la fosfohexosa isomera- 
sa da glucosa 6-fosfato y la fosfoglucomutasa produce 
glucosa 1-fosfato, material de partida para la síntesis de 
almidón (véase la Sección 20.7). 


Todas las reacciones del ciclo de Calvin, excepto las 
catalizadas por la rubisco, la sedoheptulosa 1,7-bisfosfa- 
tasa y la ribulosa 5-fosfato quinasa, también tienen lugar 
en tejidos animales. Debido a la falta de estos tres enzi- 
mas los animales no pueden llevar a cabo la conversión 
neta de CO, en glucosa. 


Un sistema de transporte exporta triosas fosfato desde 
el cloroplasto e importa fosfato 


La membrana interna del cloroplasto es impermeable a 
la mayoría de compuestos fosforilados, entre ellos fruc- 
tosa 6-fosfato, glucosa 6-fosfato y fructosa 1,6-bisfosfa- 
to. Hay, sin embargo, un cotransportador antiparalelo 
específico que cataliza el intercambio, uno por uno, de 
P. con una triosa fosfato, ya sea dihidroxiacetona fosfa- 
to, o 3-fosfoglicerato (Fig. 20-42; véase también la Fig. 
20-36). Este cotransportador antiparalelo traslada 
simultáneamente P, al interior del cloroplasto, donde es 
utilizado en la fotofosforilación, y triosa fosfato fuera del 
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FIGURA 20-39 El TPP como cofactor de la transcetolasa. La transce- 
tolasa transfiere un grupo de dos carbonos desde la sedoheptulosa 
7Hostato al gliceraldehido 3-fostato produciendo dos pentosas fosfato 


FIGURA 20-38 Reacciones catalizadas por la trans- 
cetolasa en el ciclo de Calvin. (a) Reacción genera) 
catalizada por la transcetoiasa. la transferencia de un 
grupo de dos carbonos, transportado temporalmente 
por un TPP ligado al enzima, desde una cetosa dadora 
a una aldosa aceptora. (b) Conversión de una hexosa y 
una triosa en uma pentosa y una tetrosa (paso © de la 
Fig. 20-37). (c) Conversión de azúcares de siete y tres 
carbonos en dos pentosas (paso GH de la Fig. 20-37). 
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(paso 16) de la Fig. 20-37). La tiamina piroftosfato actúa como transpor- 
tador temporal de la unidad de dos carbonos y como sumidero electró- 
nico (véase la Fig. 14-15) para facilitar la reacción aquí mostrada. 
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0 M FIGURA 20-40 Regeneración de la ribulosa 1,5-bisfosfato. El material de partida del ciclo de Cal- 
Sc vin, la ribulosa 1,5-bisfostato, se regenera a partir de dos pentosas fosfato producidas en el ciclo. Esta 
H È OH ruta incluye la acción de una isomerasa y una epimerasa y a continuación la fosforilación por una 
quinasa, con ATP como dador del grupo fosfato (pasos Y, O y O de ia Fig. 20-37). 
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cloroplasto hacia el citosol donde se puede utilizar para 
sintetizar sacarosa que es la forma en la que se trans- 
porta el carbono fijado a tejidos de la planta alejados. 
La síntesis de sacarosa en el citosol y la síntesis de 
almidón en el cloroplasto son las rutas principales de 
“recolección” del exceso de triosas fosfato de la fotosín- 
tesis. La síntesis de sacarosa (descrita más adelante) 
libera cuatro moléculas de'P, de las cuatro triosas fosfa- 
to necesarias para producir sacarosa. Por cada molécula 
de triosa fosfato eliminada del cloroplasto, se transporta 
un P. a su interior, lo que proporciona la novena molé- 
cula de P, mencionada anteriormente utiliza Hr 
regenerar el ATP. Si se bloquease ela W 
síntesis de triosa fosfato pronto agota > shi 
en el cloroplasto con lo que la síntesis de ATP sería más 
lenta y se suprimiría la asimilación de CO, en almidón. 
Este sistema de cotransporte antiparalelo P -triosa 
fosfato cumple una función adicional. En el citosol se 
necesita ATP y poder reductor para diversas reacciones 
sintéticas que requieren energía. Estos requerimientos 


FIGURA 20-41 Estequiometría de la asimilación 
de CO, en el ciclo de Calvin. Por cada tres molécu- 
las de CO, fijadas, se produce una molécula de 
triosa fosfato (giiceraldehido 3-fosfato) y se consu- 
men nueve ATP y seis NADPH 


| Ribulosa 5-fosfato 


son atendidos hasta un grado todavía no determinado 
por las mitocondrias pero una segunda fuente potencial 
de energía son el ATP y el NADPH generados en el 
estroma del cloroplasto durante las reacciones depen- 
dientes de la luz. Sin embargo, ni el ATP y ni el NADPH 
pueden cruzar la membrana del cloroplasto. El sistema 
de cotransporte antiparalelo P -triosa fosfato tiene el 
efecto indirecto de trasladar equivalentes de ATP y 
equivalentes de reducción desde el cloroplasto al citosol 
(Fig. 20-43). La dihidroxiacetona fosfato formada en el 
estroma se transporta al citosol en donde se convierte 
mediante enzimas glucolíticos en 3-fosfoglicerato con 
de ATP y NADH. El 3-fosfoglicerato vuelve a 
el cloroplasto completando el ciclo. 


Cuatro enzimas del ciclo de Calvin son activados 
indirectamente por la luz 


La asimilación reductora del CO, requiere mucho ATP y 
NADPH aumentando sus concentraciones en el estroma 
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FIGURA 20-42 Sistema de cotransprote antiparalelo P -triosa fosfato 
de la membrana interna del cloroplasto. Este transportador facilita el 
intercambio de P citosólico por dihidroxiacetona fosfato del estroma. Los 
productos de la asimilación fotosintética del carbono se transportan de 


este modo al citosol en donde se utilizan como material de partida para 


cuando se iluminan los cloroplastos (Fig. 20-44). El 
transporte de protones inducido por la luz a través de la 


membrana del tilacoide también aumenta el pH del 
estroma, de Y hasta aproximadamente 8, acompañado 
de un flujo de Mg” desde el compartimiento del tilacoi- 
de hacia el estroma aumentando la [Mg**] desde 1-3 mm 
a 3-6 mm. Varios enzimas del estroma han cl Era 
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FIGURA 20-43 Papel del cotransportador antipa- 
ralelo de P.-triosa fosfato en el transporte de ATP y 
equivalentes de reducción. La dihidroxiacetona fos- 
fato abandona el cloroplasto y se convierte en glice- 
raldehido 3-fosfato en el citosol. Las reacciones de la 
gliceraldehido 3-fosfata deshidrogenasa y de !a fosfo- 
glicerato quinasa citosólicas producen a continuación 
NADH, ATP y 3-fosfoglicerato. Éste vuelve a entrar en 
el cloroplasto reduciéndose a dihidroxiacetona fos- 
fato, lo gue completa un ciclo que transporta efectiva- 
mente ATP y equivalentes de reducción (NAD(P)H) 
desde el cloroplasto al citosol. 
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la biosíntesis de sacarosa, mientras que el P requerido para la fotofosfo- 
rilación pasa al estroma. Este mismo sistema de cotransporte antipara- 
lelo puede transportar 3-fosfoglicerato y actúa indirectamente expor- 
tando ATP y equivalentes de reducción (véase la Fig. 20-43). 


nes inducidas por la luz que indican la disponibilidad de 
ATP y NADPH: estos enzimas son más activos en un 
ambiente alcalino y de alta [Mg*”*]. Por ejemplo, la acti- 
vación de la rubisco por formación de la carbamil-lisina 
es más rápida a pH alcalino, y la alta [Mg**] en el estroma 
favorece la formación del complejo enzima-Mg” activo. 

fructosa 1,6-bisfosfatasa requiere Mg* y es muy 


iN pH (Fig. 20-45); su actividad se incre- 
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FIGURA 20-44 Fuente de ATP y NADPH, El ATP y NADPH produci- 
dos por las reacciones dependientes de la luz son sustratos esenciales 
para la reducción del CO.. Las reacciones fotosintéticas que producen 
ATP y NADPH van acompañadas del movimiento de protones (rojo) 
desde el estroma al tilacoide, creando condiciones alcalinas en el 
estroma. Pasan ¡ones Mg* desde el tilacoide al estroma con lo que 
aumenta la [Mg?] del estroma. 


Q 
menta en un factor de más de 100 CosíSpe 


[Mg*] aumentan durante la iluminación de los cloro- 
plastos. 

Cuatro enzimas del ciclo de Calvin están sujetos a 
un tipo especial de regulación por la luz. La ribulosa 
5-fosfato quinasa, la fructosa 1,6-bisfosfatasa, la sedo- 
heptulosa 1,7-bisfosfatasa y la gliceraldehído 3-fosfato 
deshidrogenasa son activadas mediante una reducción 
inducida por la luz de los puentes disulfuro entre dos 
residuos Cys esenciales para sus actividades catalíticas. 
Cuando estos residuos Cys están formando puentes 
disulfuro (oxidados) los enzimas son inactivos; ésta es 
la situación normal en la oscuridad. Con la iluminación 
los electrones fluyen desde el fotosistema l a la ferredo- 
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FIGURA 20-46 Activación por la luz de varios enzimas del ciclo de 
Calvin. La activación por la luz está facilitada por la tiorredoxina, una 
proteína pequeña que contiene grupos disulfuro. Con ta luz, la tiorredo- 
xima es reducida por electrones que se desplazan desde el fotosistema | 
a través de la ferredoxina (Fd) (flechas azules); a continuación la tiorre- 
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FIGURA 20-45 Activación de la fructosa 1,6-bisfosfatasa del cloro- 
plasto. La fructosa 1,6-bisftosfatasa (FBPasa-1) reducida es activada por 
la luz y una combinación de pH elevado y alta [Mg**] en el estroma, 
ambos producidos por la iluminación. [Fuente: información de B. Halli- 
well, Chioroplast Metabolism: The Structure and Function of Chloro- 
plasts in Green Leaf Cells, p. 97, Clarendon Press, 1984] 


xina (véase la Fig. 20-16) que pasa electrones a una 
proteína pequeña y soluble que contiene disulfuros 
denominada tiorredoxina (Fig. 20-46), en una reac- 
ción catalizada por la ferredoxina-tiorredoxina 
reductasa. La tiorredoxina reducida cede electrones 
para la reducción de los puentes disulfuro de los enzi- 
mas activados por la luz, y estas reacciones de rotura 
reductora van acompañadas de cambios de conforma- 
ción que aumentan la actividad de los enzimas. Al ano- 
os residuos Cys de los cuatro enzimas se reoxi- 
forma disulfuro, los enzimas quedan inactiva- 
dos y no se consume ATP en la asimilación de CO,. En 
su lugar, el almidón sintetizado y almacenado durante el 
día se degrada como combustible para la glucólisis 
durante la noche. 

La glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, primer enzima 
de la ruta oxidativa de las pentosas fosfato también 
está regulada por este mecanismo de reducción impul- 
sado por la luz, pero en el sentido opuesto. Durante el 
día, cuando la fotosíntesis produce grandes cantidades 
de NADPH, este enzima no es necesario para la produc- 
ción de NADPH. La reducción de un enlace disulfuro 
esencial por electrones de la ferredoxina ¿inactiva el 
enzima. 


HS SH 


O, 
Cen la oscuridad) 
(inactivo) 


$3 


doxina reduce los enlaces disulfuro críticos en los enzimas sedoheptu- 
losa 1,7-bisfosfatasa, fructosa 1,6-bisfosfatasa ribulosa S-fosfato quinasa 
y gliceraldehido 3-fostato deshidrogenasa, activando así estos enzimas. 
En ta oscuridad los grupos -SH se reoxidan a disulfuros inactivando los 
enzimas. 
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RESUMEN 20.5 Reacciones de asimilación del carbono 


E En los eucariotas la fotosíntesis tiene lugar en los 
cloroplastos. En las reacciones de asimilación de CO, 
(ciclo de Calvin), se utiliza ATP y NADPH para reducir 
el CO, a triosas fosfato. Estas reacciones tienen lugar en 
tres fases: la reacción de fijación propiamente dicha 
catalizada por la rubisco; la reducción del 3-fosfoglice- 
rato resultante a gliceraldehído 3-fosfato y la regenera- 
ción de la ribulosa 1,5-bisfosfato a partir de las triosas 
fosfato. 

E La rubisco condensa CO, con la ribulosa 1,5-bisfos- 
fato formando una hexosa bisfosfalo inestable que se 
rompe dando dos moléculas de 3-fosfoglicerato. La 
rubisco es activada por modificación covalente (carba- 
milación de la Lys?) catalizada por la rubisco activasa 
y es inhibida por un análogo natural del estado de tran- 
sición, cuyas concentraciones aumentan en la oscuridad 
y disminuyen con la luz del día. 

E Isozimas de los enzimas glucolíticos que se encuen- 
tran en el estroma catalizan la reducción del 3-fosfogli- 
cerato a gliceraldehído 3-fosfato; la reducción de cada 
molécula requiere un ATP y un NADPH. 

E Enzimas del estroma, entre ellos la transcetolasa y 
la aldolasa, reordenan los esqueletos carbonados de las 
triosas fosfato generando intermediarios de tres, cuatro, 
cinco, seis y siete carbonos dando finalmente pentosas 
fosfato. Las pentosas fosfato se convierten en ribulosa 
5-fosfato que a continuación se fosforila dando ribulosa 
1,5-bisfosfato lo que completa el ciclo de Calvin. 

M El coste para la fijación de tres CO, e 
triosa fosfato es de nueve ATP y seis NAD 
proporcionados por las reacciones de la fotosíntesis 
dependientes de la luz. 

MB Un cotransportador antiparalelo de la membrana 
interna del cloroplasto intercambia P, en el citosol por 
3-fosfoglicerato o dihidroxiacetona fosfato producidos 
por la asimilación de CO, en el estroma. La oxidación de 
la dihidroxiacetona fosfato en el citosol genera ATP y 
NADH transportando así ATP y equivalentes de reduc- 
ción desde el cloroplasto al citosol. 

Mi Cuatro enzimas del ciclo de Calvin son activados 
indirectamente por la luz y son inactivos en la oscuri- 
dad, de manera que la síntesis de hexosá no compite 
con la glucólisis, que es necesaria para obtener energía 
en la oscuridad. 
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Tal como hemos visto, las células fotosintéticas produ- 
cen O, (por la escisión del H,O} durante las reacciones 
impulsadas por la luz y utilizan CO, durante los proce- 
sos independientes de la luz por lo que el cambio gaseo- 
so neto durante la fotosíntesis es la captación de CO, y 
la liberación de O,: 


CO, + HO — O, + (CH20) 


En la oscuridad, las plantas también llevan a cabo la 
respiración mitocondrial, la oxidación de sustratos 
a CO, y la conversión del O, en H,O. Existe aun otro 
proceso en las plantas que, al igual que la respiración 
mitocondrial, consume O, y produce CO, y, al igual que 
la fotosíntesis, está impulsado por la luz. Este proceso, 
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la fotorrespiración, es una reacción secundaria cos- 
tosa de la fotosíntesis, debida a la falta de especifici- 
dad del enzima rubisco. En esta sección describiremos 
esta reacción secundaria y las estrategias utilizadas 
por las plantas para minimizar sus consecuencias 
metabólicas. 


La fotorrespiración es el resultado de la actividad 
oxigenasa de la rubisco 


La rubisco no tiene una especificidad absoluta por el 
CO, como sustrato. El oxígeno molecular (O,) compite 
con el CO, en el sitio activo y, en uno de aproximada- 
mente cada tres o cuatro ciclos catalíticos, la rubisco 
cataliza la condensación del O, con la ribulosa 1,5-bis- 
fosfato para formar 3-fosfoglicerato y 2-fosfoglicolato 
(Fig. 20-47), un producto sin utilidad metabólica. Ésta 
es la actividad oxigenasa del enzima que se hace eviden- 
te en su nombre completo: ribulosa 1,5-bisfosfato car- 
boxilasa/oxigenasa. La reacción con el O, no da lugar a 
fijación de carbono y parece ser un inconveniente neto 
para la célula; la recuperación de los carbonos del 2-fos- 
foglicolato (por la ruta indicada más adelante) utiliza 
cantidades significativas de energía celular y libera 
parte del CO, fijado previamente. 


Ribulosa 


—C— OH 1,5-bisfosfato 


OH 


H =C = OH Forma 
enediol 


Intermedio 
Cu ligado 
al enzima 


| 
H—C— OH 


lHo -® 


2-Fosfoglicolato 3-Fosfoglicerato 


FIGURA 20-47 Actividad oxigenasa de la rubisco. La rubisco puede 
incorporar O, en lugar de CO, sobre la ribulosa 1,5-bisfosfato. El inter- 
medio inestable así formado se escinde en 2-fosfogticotato, (que se reci- 
cla tal como se describe en la Fig. 20-48), y 3-fosfoglicerato que puede 
volver a entrar en el ciclo de Calvin. 


Dado que la reacción con el oxígeno es perjudicial 
para el organismo ¿por qué la evolución de la rubisco 
produjo un sitio activo incapaz de discriminar bien entre 
CO, y 0,? Quizá gran parte de la evolución tuvo lugar 
antes del tiempo, hace unos 2.500 millones de años, en 
que la producción de O, por los organismos fotosintéti- 
cos empezase a elevar el contenido en oxígeno de la 
atmósfera. Antes de aquel momento no existía una pre- 
sión selectiva para que la rubisco discriminase entre el 
CO, y el O,. La K „ para el CO, es de aproximadamente 
9 um y para el O, es alrededor de 350 um. La atmósfera 
moderna contiene cerca de 20% de O, y sólo 0,04% de 
CO, por lo que una solución acuosa en equilibrio con el 
aire a temperatura ambiente contiene alrededor de 250 
jm O, y 11 ¿m CO,, concentraciones que permiten que la 
“fijación” de O, por la rubisco sea importante y, por 
consiguiente, constituya un desperdicio de energía sig- 
nificativo. La dependencia de la temperatura de las 
solubilidades del O, y del CO, es tal que a temperaturas 
elevadas la razón 0,:C0O, en solución aumenta. Además, 
la afinidad de la rubisco por el CO, disminuye al aumen- 
tar la temperatura exacerbando la tendencia del enzima 
a catalizar la inútil reacción de la oxigenasa. Dado que 
el CO, se consume en la reacciones de asimilación, la 
proporción de O, a CO, en los espacios aéreos alrededor 
de la hoja aumenta con lo que aún se favorece más la 
reacción de la oxigenasa. 


La ruta de recuperación del fosfoglicolato es costosa 


La ruta del glicolato convierte dos mo 
foglicolato en una molécula de serina (tires Si 
una molécula de CO, (Fig. 20-48). Ce 
una fosfatasa convierte el 2-fosfoglicolato en glicolato 
que se exporta al peroxisoma. Allí, el glicolato es oxida- 
do por el oxígeno molecular y el aldheído resultante 
(glioxilato) se transamina dando glicina. El peróxido de 
hidrógeno formado como producto secundario de la 
oxidación del glicolato se vuelve inocuo por acción de 
las peroxidasas del peroxisoma. La glicina pasa del 
peroxisoma a la matriz mitocondrial en donde experi- 
menta una descarboxilación oxidativa por el complejo 
de la glicina descarboxilasa, enzima que es similar en 
estructura y mecanismo a dos complejos mitocondriales 
ya encontrados: el complejo de la piruvato deshidroge- 
nasa y el complejo de la a-cetoglutarato deshidrogenasa 
(Capítulo 16). El complejo de la glicina descarboxi- 
lasa oxida la glicina a CO, y NH, con la reducción con- 
comitante del NAD* a NADH y la transferencia del ear- 
bono restante de la glicina al cofactor tetrahidrofolato 
(Fig. 20-49). La unidad monocarbonada transportada 
en el tetrahidrofolato se transfiere seguidamente a una 
segunda glicina por la serina hidroximetiltransferasa, 
produciendo serina. La reacción neta catalizada por el 
complejo de la glicina descarboxilasa y la serina hidroxi- 
metiltransferasa es 


2 Glicina + NAD* + H0 —> 
serina + COsz + NH + NADH + H* 


La serina se convierte en hidroxipiruvato, glicerato y, 
finalmente, en 3-fosfoglicerato que se utiliza para rege- 
nerar la ribulosa 1,5-bisfosfato completando este largo, 
y caro, ciclo (Fig. 20-48). 
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FIGURA 20-48 Ruta del glicolato. En esta ruta, mediante la cual se 
recupera el 2-fosfoglicolato (sombreado en rosa) convirtiéndolo en serina y, 
finalmente, en 3-fosfoglicerato intervienen tres compartimientos celulares. 
El glicolato formado por desfostforilación del 2-fosfoglicolato en los cioro- 
plastos se oxida a glioxilato en los peroxisomas y a continuación se transa- 
mina a glicina. En la mitocondria se condensan dos moléculas de glicina 
formando serina y CO,, liberado durante la fotorrespiración (sombreado en 
verde). Esta reacción está catalizada por la glicina descarboxilasa, enzima 
presente a concentraciones muy elevadas en las mitocondrias de las plan- 
tas C, (véase el texto). La serina se convierte en hidroxipiruvato y luego en 
glicerato en los peroxisomas, el glicerato vuelve a entrar en el cloroplasto 
para ser fostorilado incorporándose al ciclo de Calvin. Durante ta fotorrespi- 
ración se consume oxígeno en dos pasos (sombreados en azul). 


Con una luz solar brillante, el flujo a través de la 
ruta de recuperación del glicolato puede ser muy eleva- 
do y produce CO, unas cinco veces más que el que se 
produce, de forma normal, por todas las oxidaciones del 
ciclo del ácido cítrico. Para producir este gran flujo, las 
mitocondrias contienen cantidades enormes del com- 
plejo de la glcina descarboxilasa: ¡las cuatro proteínas 
del complejo constituyen la mitad de todas las proteí- 
nas de la matriz mitocondrial en las hojas de guisante y 
de espinaca! En las partes no fotosintéticas de la planta, 


788  Fotosíntesis y síntesis de glúcidos en plantas 


RECUADRO 20-1 


fotosintéticos? 


¿Aumentará la ingeniería genética la eficiencia de los organismos 


Tres problemas sobre la posibilidad de modificar 
plantas para que sean más eficientes en la conversión 
| de la luz solar en biomasa: el efecto “invernadero” 
debido al incremento de los niveles de CO, atmosfé- 
| rico sobre el cambio climático global, la disminución 
de los depósitos de petróleo para la generación de 
| energía y la necesidad de más y mejores alimentos 
para la creciente población mundial. 
| La concentración de CO, en la atmósfera terres- 
tre ha aumentado de forma constante durante los 
últimos 50 años (Fig. 1), un efecto combinado de la 
utilización de combustibles fósiles y la deforestación 
y quema de bosques tropicales para permitir el uso 
de tierra para la agricultura. A medida que aumenta 
| el CO, atmosférico, la atmósfera absorbe más calor 
de radiación de la superficie terrestre del planeta 
volviéndolo a irradiar hacia la superficie del planeta 
(y en todas direcciones). La retención de calor eleva 
la temperatura de la superficie terrestre; en esto con- 
siste el efecto invernadero. Una manera de limitar el 
aumento del CO, atmosférico sería la modificación de 
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FIGURA 1 Concentración de CO, en la atmósfera medido en el 
Mauna Loa Observatory en Hawaii. Datos de la National Oceanic 
and Atmospheric Administration y Scripps Institution of Oceanogra- 
phy CO, Program. 
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tales como los tubérculos de las patatas, las mitocon- 
drias contienen concentraciones muy bajas del comple- 
jo de la glicina descarboxilasa. 

La actividad combinada de la rubisco oxigenasa y la 
ruta de recuperación del glicolato consume O, y produ- 
ce CO,, de ahí el nombre de fotorrespiración. Quizá un 
nombre mejor para esta ruta sería ciclo fotosintético 
oxidativo del carbono o ciclo C,, nombres que no 
invitan a la comparación con la respiración en las mito- 
condrias. A diferencia de la respiración mitocondrial, la 
fotorrespiración no conserva energía y puede, de hecho, 
inhibir la formación neta de biomasa hasta en un 50%. 
Esta meficiencia ha llevado a adaptaciones evolutivas 
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plantas o microorganismos para dotarlos de una 
mayor capacidad para secuestrar el CO,. 

Se calcula que la cantidad total de carbono en 
todos los sistemas terrestres (atmósfera, suelo, bio- 
masa) es de unas 3.200 gigatoneladas (GT), o sea 3,2 
billones de toneladas métricas. La atmósfera contie- 
ne 760 GT más de CO,,. 

El flujo de carbono a través de estos reservorios 
terrestres (Fig. 2) se debe en su mayor parte a las 
actividades fotosintéticas de las plantas y las activi- 
dades de degradación por parte de microorganismos. 
Las plantas fijan unas 123 GT de carbono anualmen- 
te, e inmediatamente liberan aproximadamente la 
mitad a la atmósfera por la respiración. Gran parte 
del resto se libera gradualmente a la atmósfera por 
acción microbiana sobre materiales vegetales muer- 
tos, pero la biomasa queda secuestrada en forma de 
plantas leñosas y árboles durante décadas o siglos. El 
flujo de carbono antropogénico, la cantidad de CO, 
liberado a la atmósfera debido a actividades huma- 
nas, es de 9 GT al año, poco en comparación con la 
biomasa total, pero suficiente para inclinar el equili- 
brio de la naturaleza hacia un aumento de CO, en la 
atmósfera. Se calcula que los bosques de América del 
Norte secuestran 0,7 GT de carbono anualmente, lo 
yue re presenta una décima parte de la producción 
Ne de CO, a partir de combustibles fósiles. 
stá claro que el mantenimiento de los bosques y la 
reforestación son formas efectivas de limitar el fujo 
de CO, de vuelta a la atmósfera. 

Otra manera de limitar el aumento de CO, atmos- 
férico, al tiempo que se aborda la necesidad de reem- 
plazar los cada vez más escasos combustibles fósiles, 
es el uso de la biomasa renovable como fuente de 
etanol para reemplazar los combustibles fósiles en los 
motores de combustión interna. Esto reduce el movi- 
miento unidireccional del carbono desde los com- 
bustibles fósiles a la reserva atmosférica de CO,, para 
reemplazarlo con el flujo cíclico de CO, desde el 
etanol al CO, y de nuevo a loa biomasa. Cuando el 
maíz, el trigo o Panicum virgatum fermentan a eta- 
nol para ser usado como combustible, todo incre- 
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en los procesos de asimilación de carbono, especialmen- 
te en plantas que han aparecido en climas cálidos. La 
ineficiencia aparente de la rubisco, y su efecto en la 
limitación de la producción de biomasa, ha imspirado 
esfuerzos para obtener mediante ingeniería genética 
una rubisco “mejor”, pero este objetivo, de momento, 
aún no se ha conseguido (Recuadro 20-1). 


En las plantas C, la fijación del CO, y la actividad rubisco 
tienen lugar en espacios separados 


En muchas plantas que crecen en los trópicos (así como 
las plantas cultivadas en zonas templadas pero de ori- 
gen tropical tales como el maíz, la caña de azúcar y el 
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FIGURA 2 Ciclo del carbono terrestre. Los depósitos de carbono 
(recuadros) se dan en gigatoneladas (GT) y los flujos (flechas) se dan en 
GT por año. La biomasa anima! aquí es negligible, menos de 0,5 GT. 
[Fuente: Información de C. Jansson et al., BioScience 60:683, 2010, Fig. 1) 


miento en la producción de biomasa debido a una 
fotosíntesis más eficiente debería resultar en una 
disminución correspondiente en el uso de combusti- 
bles fósiles. 

Finalmente, la modificación el gs 
alimento con un rendimiento ón de Ge coro 
hectárea, o por hora de trabajo, podría mejor 
nutrición humana en todo el planeta. 

En principio, estos objetivos podrían conseguirse 
desarrollando una rubisco que no catalizase la despil- 
farradora reacción con O,, o aumentando el número 
de recambio de la rubisco, o aumentando la cantidad 
de rubisco u otros enzimas de la vía de fijación de 
carbono. Ya hemos dicho que la rubisco es un enzima 
de una ineficiencia poco común, con un número de 
recambio de 3 s a 25°C; la mayoría de enzimas tie- 
nen números de recambio que son órdenes de mag- 
nitud más elevados. También cataliza la inútil reac- 
ción con oxígeno que aún reduce más su eficiencia en 
la fijación de CO, y producción de biomasa. Si se 
pudiese modificar genéticamente la rubisco para 


sorgo) se ha desarrollado un mecanismo para evitar el 
problema de la fotorrespiración despilfarradora. El paso 
en el que el CO, se fija en un producto de tres carhonos, 
el 3-fosfoglicerato, está precedido de varios pasos, uno 
de los cuales es una fijación temporal del CO, sobre un 
compuesto de cuatro carbonos. Las plantas que utilizan 
este proceso son conocidas como plantas C,, y el pro- 
ceso de asimilación como metabolismo C, o ruta C.. 
Las plantas que utilizan el método de asimilación de 
carbono que hemos descrito hasta el momento, en las 
que el primer paso es la reacción del CO, con la ribu- 
losa 1,5-bisfosfato para formar 3-fosfoglicerato, se deno- 
minan plantas C.. 


obtener un número de recambjo más elevado o 
hacerla más selectiva al CO, en relación al O, ¿sería 
el efecto una mayor producción fotosintética de bio- 
masa y, por tanto, un mayor secuestro de CO,, mayor 
producción de combustible no fósil y una mejora en 
la nutrición? 

Ya comentamos en el Capítulo 15 que la visión 
tradicional de las rutas metabólicas sostiene que 
algún paso en cualquier ruta es el más lento y, por 
consiguiente, es el factor limitante del flujo de mate- 
rial a través de la ruta. No obstante, grandes esfuer- 
zos destinados a modificar células u organismos para 
producir mayor cantidad del enzima “limitante” de 
una ruta han tenido a menudo resultados descorazo- 
nadores; organismos modificados muestran a menu- 
do muy poco cambio, si lo hay, en el flujo a través de 
aquella ruta. El ciclo de Calvin es un caso ilustrativo. 
El aumento de la cantidad de rubisco en las células 
vegetales mediante ingeniería genética no tiene efec- 
to, o muy poco, sobre la velocidad de conversión del 
CO, en glúcido. De modo parecido, cambios en la 
cantidad de enzimas que se sabe son regulados por la 
luz y, por tanto, candidatos a tener un papel clave en 
la regulación de la asimilación de CO, (fructosa 
1,6-bisfosfatasa, 3-fosfoglicerato quinasa y gliceralde- 
AF 3-fosfato deshidrogenasa) tampoco mejoran de 

ificativa la velocidad de la fotosíntesis. 
in embargo, el cambio en la cantidad de sedoheptu- 
losa 1,7-bisfosfatasa, un enzima que no se cree tenga 
un papel regulador, tiene un impacto significativo 
sobre la fotosíntesis. El análisis de control metabólico 
(Sección 15.2) sugiere que este resultado no es ines- 
perado; en el organismo vivo, las rutas pueden estar 
limitadas por más de un paso ya que cada cambio en 
un paso da lugar a cambios compensatorios en otros 
pasos. La determinación cuidadosa del coeficiente de 
control de flujo (véase el Recuadro 15-1) ayuda a 
identificar qué enzimas de una ruta han de ser el | 
objetivo de la ingeniería genética. ¡Es evidente que | 
los ingenieros genéticos y los analistas de control 
metabólico necesitarán trabajar conjuntamente para 
solucionar problemas como éste! 


Las plantas C,, que, típicamente, crecen en condi- 
ciones de altas intensidades luminosas y temperatura 
elevada, tienen varias características importantes: alta 
velocidad fotosintética, alta velocidad de crecimiento, 
baja tasa de fotorrespiración, baja tasa de pérdida de 
agua y una estructura especializada de la hoja. En la 
fotosíntesis que tiene lugar en las hojas de las plantas C, 
intervienen dos tipos de células: células mesófilas y célu- 
las túnico-vasculares (Fig. 20-50a). Existen tres varian- 
tes del metabolismo C, descubierto en la década de 1960 
por Marshall Hatch y Rodger Slack (Fig. 20-50b). 

En las plantas de origen tropical el primer interme- 
diario en el que se ha fijado el '*CO, es el oxalacetato, 
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FIGURA 20-49 Sistema de la glicina descarboxilasa. 
carboxilasa de las mitocondrias de las plantas es un co 
por cuatro tipos de subunidades, con la siguiente estequiometria 
P¿H,,T¿L, La proteína H tiene un residuo de ácido lípoico unido covalen- 
temente que puede experimentar oxidación reversible. @ Se forma de 
una base de Schiff entre el piridoxal fostato (PLP) y glicina, catalizada 
por la proteina P (así denominada porque contiene PLP). (2 a proteína 
P cataliza la descarboxilación oxidativa de la glicina, liberando CO; el 
grupo metilamino restante se une a uno de los grupos -SH del ácido 
lipoico reducido. €) La proteína T (que utiliza tetrahidrofolato, H, folato, 


un compuesto de cuatro carbonos. Esta reacción, que 
tiene lugar en el citosol de las células mesófilas de las 
hojas, está catalizada por la fosfoenolpiruvato car- 
boxilasa, cuyo sustrato es el HCO,” y no el CO,. El 
oxalacetato así formado se reduce a malato a expensas 
de NADPH (tal como se muestra en la Fig. 20-50b) o se 
convierte en aspartato por transaminación: 


Oxalacetato + a-aminoácido ——» 
L-aspartato + a-cetoácido 


El malato o el aspartato formados en las células mesófi- 
las pasa seguidamente a las células túnico-vasculares 
vecinas a través de plasmodesmos que son canales 
revestidos de proteína que conectan dos células vegeta- 
les y proporcionan una vía para el movimiento de meta- 
bolitos e, incluso, proteína pequeñas entre células, En 
las células túnico-vasculares el malato se oxida y des- 
pués se descarboxila dando piruvato y CO, por acción 
del enzima málico, con reducción de NADP+. En las 
plantas que utilizan el aspartato como transportador de 
CO,, el aspartato se transamina primeramente para for- 
mar oxalacetato, que seguidamente se reduce a malato 
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Amo t ibera ahora NH, de la porción metilamina y transfiere el 
) ve AN rbonado restante al tetrahidrofolato, produciendo 


N*N"-metileno tetrahidrofolato. O) La proteína L oxida los dos grupos 
-SH del ácido lipoico a disulfuro @ pasando electrones al NAD” a través 
el FAD, completando así el ciclo, El NN '-metilenotetrahidrofolato for- 
mado en este proceso es utilizado por la serina hidroximetiltransterasa 
para convertir una molécula de glicina en serina, regenerando el tetrahi- 
drotolato que es esencial para la reacción catalizada por la proteína T. La 
subunidad L de la glicina descarboxilasa es idéntica a la dihidrolipoil des- 
hidrogenasa (E,) de la piruvato deshidrogenasa y la a-cetoglutarato des- 
hidrogenasa (véase la Fig. 16-6). 


y, a continuación, se libera CO, por el enzima málico o 
la PEP carboxiquinasa. Tal como se ha demostrado 
mediante experimentos de marcado, el CO, libre forma- 
do en las células túnico-vasculares es la misma molécu- 
la de CO, que se fijó originariamente en el oxalacetato 
en las células mesófilas. Este CO, es fijado de nuevo, en 
esta ocasión por la rubisco, en exactamente la misma 
reacción que se da en las plantas C,: incorporación de 
CO, en el C-1 del 3-fosfoglicerato. 

El piruvato formado en la descarboxilación del 
malato en las células túnico-vasculares se vuelve a 
transferir a las células mesófilas, donde se convierte en 
PEP mediante una reacción enzimática poco habitual 
catalizada por la piruvato fosfato diquinasa (Fig. 
20-50b). Este enzima se denomina diquinasa porque se 
fosforilan simultáneamente dos moléculas diferentes a 
partir de una molécula de ATP: el piruvato se fosforila a 
PEP y el fosfato a pirofosfato. El pirofosfato es hidroli- 
zado posteriormente a fosfato, por lo que se utilizan dos 
grupos fosfato de alta energía del ATP en la regenera- 
ción del PEP. El PEP está ahora a punto para fijar otra 
molécula de CO, en la célula mesófila. 
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La PEP carboxilasa de las células mesófilas tiene de entrar el CO, y el O, en el tejido de la hoja. En lugar 
una elevada afinidad por el HCO, (que está favorecido de separar la captura inicial del CO, y su fijación por la 
respecto al CO, en solución acuosa) por lo que puede rubisco a través del espacio (tal como hacen las plantas 
fijar CO, de forma más eficiente que la rubisco. A dife- C,), separan estos procesos en el tiempo. Por la noche, 
rencia de la rubisco, no utiliza O, como sustrato alterna- cuando el aire es más fresco y húmedo, los estomas se 
tivo, por lo que no hay competencia entre CO, y O,. La abren para permitir la entrada de CO, que es fijado en 
reacción de la PEP carboxilasa sirve, pues, para fijar y 
concentrar CO, en forma de malato. La liberación de 
CO, del malato en las células túnico-vasculares produce 
una concentración local de CO, suficientemente elevada 
para que la rubisco funcione casi a máxima velocidad y 
para que se suprima la actividad oxigenasa del enzima. 

Una vez fijado el CO, en forma de 3-fosfoglicerato 
en las células túnico-vasculares, las restantes reaccio- 
nes del ciclo de Calvin tienen lugar exactamente en la 
forma antes descrita. Así, en las plantas C, las células Célula 
mesófilas llevan a cabo la fijación de CO, a través de la mesófila 
ruta C,, mientras que la biosíntesis de sacarosa y de 
almidón se da en las células túnico-vasculares por la 


ruta C.. Md 
3 ] 
Tres enzimas de la ruta C, están regulados por la luz Célula AAA s 
mostrando mayor actividad a la luz del día. La malato tünico- a 


| 
deshidrogenasa es activada por el mecanismo de reduc- ea 


ción dependiente de la tiorredoxina mostrado en la | 
Figura 20-46; la PEP carboxilasa es activada por fosfori- (a) SEERE CEA 
lación de un residuo Ser y la piruvato fosfato diquinasa 
es activada por desfosforilación. En estos dos últimos 
casos no se conocen los detalles sobre la forma en que 
la luz afecta la fosforilación y la desfosforilación. 

La ruta de asimilación de CO, en las plantas C, tie 
un coste energético superior que en tas C.. 
cada molécula de CO, asimilada en la 
regenerar una molécula de PEP a expensas de dos gruú- 
pos fosfoanhídrido de alta energía del ATP. Así, las plan- 
tas C, necesitan un total de cinco ATP para fijar una 
molécula de CO,, mientras que las plantas C, sólo nece- 
sitan tres (nueve por triosa fosfato). Cuando aumenta la 
temperatura (y la afinidad de la rubisco por el CO, dis- 
minuye, tal como se observó anteriormente) se alcanza 
un punto, alrededor de 28 a 30*C, en el que el aumento 
de eficiencia por la eliminación de la fotorrespiración en 
las plantas C, compensa con creces este costo energéti- 
co. Las plantas C, crecen más que las plantas C, duran- 
te el verano, como puede atestiguar cualquier jardinero 
con experiencia. 


En las plantas CAM, la captura del CO, y la acción de la 
rubisco están separadas en el tiempo 


Las plantas crasas tales como los cactus y la piña tropi- 
cal que son originarias de ambientes muy cálidos y muy 
secos presentan otra variación respecto a la fijación 
fotosintética del CO,, que reduce las pérdidas de vapor 
de agua a través de los poros (estomas) por los que han 


FIGURA 20-50 Asimilación de carbono en las plantas C,. La ruta C, 
donde intervienen las células mesófilas y las células túnico-vasculares, 
predomina en plantas de origen tropical. (a) Micrografía electrónica que 
muestra cloroplastos de células mesófilas y túnico-vasculares adyacen- 
tes. Las células túnico-vasculares contienen gránulos de almidón. Los 
plasmodesmos que unen las dos células son evidentes. (b) Ruta C, de 
asimilación del CO, que transcurre a través de un intermediario de cua- 
tro carbonos. [Fuente: (a) Dr. Ray Evert, University of Wisconsin-Madi- 
son, Department of Botany.] 
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forma de oxalacetato por la PEP carboxilasa. El oxala- 
cetato se reduce a malato y se almacena en las vacuolas 
para proteger a los enzimas citosólicos y de los plasti- 
dios del bajo pH producido por la disociación del ácido 
málico. Durante el día se cierran los estomas impidien- 
do la pérdida de agua debida a las elevadas temperatu- 
ras diurnas, mientras que el CO, capturado en el malato 
durante la noche se libera en forma de CO, por el enzi- 
ma málico ligado a NADP. Este CO, es ahora asimilado 
por acción de la rubisco y los enzimas del ciclo de Cal- 
vin. Debido a que este método se descubrió en plantas 
con floración perenne de la familia Crasuláceas, se 
denomina metabolismo ácido crasuláceo (crassulacean 
acid metabolism) y las plantas se denominan plantas 
CAM. 


RESUMEN 20.6 Fotorrespiración y rutas C, y CAM 


W Cando la rubisco utiliza O, en lugar de CO, como 
sustrato, el 2-fosfoglicolato formado se elimina median- 
te una ruta dependiente de oxígeno. El resultado es un 
incremento en el consumo de O,, la fotorrespiración o, 
de forma más precisa, el ciclo fotosintético oxidativo del 
carbono o ciclo C,. El 2-fosfoglicolato se convierte en 
glioxilato, glicina y finalmente en serina en una ruta en 
la que intervienen enzimas del estroma del cloroplasto, 
del peroxisoma y de la mitocondria. 

E En las plantas C, la ruta de asimilación del carbono 
minimiza la fotorrespiración: el CO, se fija primeramen- 
te en las células mesófilas dando un compuesto de cua- 
tro carbonos que pasa a las células túnico-y$ 
libera altas concentraciones de CO,. Este ( 
es fijado por la rubisco y el resto de reacciones 
de Calvin se dan de la misma forma que en las plantas 
A 

a En las plantas CAM, el CO, se fija en forma de mala- 
to en la oscuridad y se almacena en vacuolas hasta que 
llega la luz del día. Los estomas están ahora cerrados 
(se minimizan las pérdidas de agua) y el malato sirve 
como fuente de CO, para la rubisco. 


20.7 Biosíntesis del almidón, sacarosa 
y celulosa 


Durante la fotosíntesis activa con luz intensa, una hoja 
de planta produce más glúcidos (en forma de triosas 
fosfato) de los necesarios para generar energía o sinte- 
tizar precursores. El exceso se convierte en sacarosa y 
se transporta a otras partes de la planta para ser utiliza- 
da como combustible o para su almacenamiento. En la 
mayoría de plantas el almidón es la principal forma de 
almacenamiento, pero en algunas plantas tales como la 
remolacha y la caña de azúcar, la sacarosa es la forma 
principal de almacenamiento. La síntesis de la sacarosa 
y del almidón tiene lugar en compartimientos celulares 
diferentes (citosol y plastidios, respectivamente). Estos 
procesos están coordinados mediante diversos mecanis- 
mos de regulación que responden a cambios en la inten- 
sidad de la luz y a la velocidad de fotosíntesis. La sínte- 
sis de sacarosa y de almidón no es solamente importan- 
te para las plantas sino que también lo es para los 
humanos: el almidón proporciona más del 80% de las 
calorías de la dieta humana en todo el mundo. 


La ADP-glucosa es el sustrato de la síntesis de almidon en 
los plastidios de las piantas y de la síntesis de glucógeno 
en las bacterias 

El almidón, al igual que el glucógeno, es un polímero de 
masa molecular elevada formado por p-glucosa en enla- 
ce (al—4). La síntesis de almidón tiene lugar en los 
cloroplastos para almacenamiento temporal como uno 
de los productos finales estables de la fotosíntesis, y en 
los amiloplastos de las partes no fotosintéticas de las 
plantas: semillas, raíces y tubérculos, para almacena- 
miento a largo plazo. 

El mecanismo de activación de la glucosa en la sín- 
tesis de almidón es similar al de la síntesis del glucóge- 
no. Se forma un nucleótido-azúcar activado, ADP-glu- 
cosa en este caso, por condensación de glucosa 1-fosfa- 
to con ATP en una reacción prácticamente irreversible 
debido a la presencia de pirofosfato inorgánico hidrola- 
sa en los plastidios (Fig. 15-31). A continuación la almi- 
dón sintasa transfiere residuos de glucosa desde la 
ADP-glucosa a moléculas de almidón pre-existentes. La 
unidades monoméricas de glucosa se adicionan casi con 
toda seguridad al extremo no reductor del polímero en 
crecimiento, al igual que en la síntesis del glucógeno 
(véase la Fig. 15-32). 

La amilosa del almidón no tiene ramificaciones, 
pero la amilopectina tiene numerosas ramificaciones 
unidas en enlace (a1—-6) (véase la Fig. 7-13). Los clo- 
roplastos contienen un enzima ramificante similar al 
enzima ramificante del glucógeno (véase la Fig. 15-33) 


Nue introduce las ramificaciones (a1—-6) de la amilo- 


08 


Minorgánico hidrolasa del PP, producido durante la sínte- 


¢ AIE Hal derando la hidrólisis por la pirofosfato 
sis de ADP-glucosa, la reacción global para la formación 
de almidón a partir de glucosa 1-fosfato es 


Almidón, + glucosa 1-fosfato + ATP — 
almidón, + ADP + 2P, 


AG” = -50 kJ/mol 


La síntesis del almidón está regulada a nivel de la forma- 
ción de ADP-glucosa tal como se discute más adelante. 

Muchos tipos de bacterias almacenan glúcidos en 
forma de glucógeno (esencialmente almidón muy rami- 
ficado), que sintetizan en una reacción análoga a la 
catalizada por la glucógeno sintasa en animales. Las 
bacterias, al igual que los piastidios de plantas, utilizan 
ADP-glucosa como forma activada de la glucosa mien- 
tras que las células animales utilizan UDP-glucosa. Una 
vez más, la similitud entre el metabolismo de plastidios 
y bacterias está de acuerdo con la hipótesis endosimbió- 
tica del origen de orgánulos (véase la Fig. 1-40). 


La UDP-glucosa es el sustrato de la sintesis de sacarosa en 
el citoso! de las células de las hojas 


La mayor parte de las triosas fosfato generadas por fija- 
ción del CO, en las plantas se convierte en sacarosa 
(Fig. 20-51) o almidón. La sacarosa puede haber sido 
seleccionada durante la evolución como forma de trans- 
porte del carbono debido al enlace poco habitual entre 
el C-1 anomérico de la glucosa y el C-2 anomérico de la 
fructosa. Este enlace no es hidrolizado por amilasas u 
otros enzimas que escinden glúcidos comunes, y la inac- 
cesibilidad de los carbonos añoméricos evita que la 
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FIGURA 20-51 Sintesis de sacarosa. La sacaros 
de UDP-glucosa y fructosa 6-fostato, que se sinteti 
fostato en el citosol de la célula vegetal por las ru ofh S 
Figuras 15-31 y 20-36. La sacarosa 6-fosfato sintasa de la mayor parte 
de especies vegetales está regulada alostéricamente por glucosa 6-fos- 
fato y P, 


tira 


sacarosa reaccione de forma no enzimática (como sí lo 
hace la glucosa) con aminoácidos y proteínas. 

La sacarosa se sintetiza en el citosol, empezando 
con la dihidroxiacetona fosfato y gliceraldehído 3-fosfa- 
to exportados desde el cloroplasto. Después de la con- 
densación de dos triosas fosfato en fructosa 1,6-bisfos- 
fato (catalizada por la aldolasa), la hidrólisis por la 
fructosa 1,6-hisfosfatasa forma fructosa 6-fosfato. La 
sacarosa 6-fosfato sintasa cataliza a continuación la 
reacción de la fructosa 6-fosfato con UDP-glucosa para 
formar sacarosa 6-fosfato (Fig. 20-51). Finalmente, la 
sacarosa 6-fosfato fosfatasa elimina el grupo fosfato 
con lo que la sacarosa está disponible para su exporta- 
ción a otros tejidos. La reacción catalizada por la saca- 
rosa 6-fosfato sintasa es un proceso de baja energía 
(AG” = -5,7 kJ/mol) pero la hidrólisis de la sacarosa 
6-fosfato a sacarosa es suficientemente exergónica 
(AG” = -16,5 kJ/mol) para hacer que la síntesis global 
de la sacarosa sea esencialmente irreversible. Tal como 
veremos, la síntesis de sacarosa está regulada de forma 
muy coordinada con la síntesis de almidón, 

Una diferencia notable entre las células de plantas 
y las de animales es la ausencia en el citosol de las célu- 
las vegetales del enzima pirofosfato inorgánico hidrola- 
sa, que cataliza la reacción 


PP, + HO —> 2P; AG’? = —19.2 kJ/mol 


20.7 Biosíntesis del almidón, sacarosa y celulosa 793 


Para muchas reacciones que liberan PP, la actividad 
pirofosfato inorgánico hidrolasa hace que el proceso sea 
energéticamente más favorable y que estas reacciones 
tengan tendencia a ser irreversibles. En las plantas, este 
enzima está presente en los plastidios pero no en el 
citosol. El resultado es que el citosol de las células de 
las hojas contengan una concentración sustancial de 
PP, (-0,3 mm), suficiente para que reacciones tales 
como la catalizada por la UDP-glucosa pirofosforilasa 
(véase la Fig. 15-31) sea fácilmente reversible. Recuer- 
de del Capítulo 14 que el isozima citosólico de la fosfo- 
fructoquinasa en las plantas utiliza PP, y no ATP, como 
dador de fosforilo. 


La conversión de triosas fosfato en sacarosa y almidón 
está estrictamente regulada 


Las triosas fosfato producidas en el ciclo de Calvin con 
luz solar intensa pueden ser, como ya se ha dicho, alma- 
cenadas temporalmente en el cloroplasto en forma de 
almidón, o convertidas en sacarosa y exportadas a par- 
tes no fotosintéticas de la planta, o ambas cosas. El 
equilibrio entre estos dos procesos está fuertemente 
regulado y, además, han de estar coordinados con la 
velocidad de fijación de carbono. Cinco sextas partes de 
las triosas fosfato formadas en el ciclo de Calvin dehen 
reciclarse a ribulosa 1,5-bisfosfato (Fig. 20-41); si más 
de una sexta parte de la triosa fosfato sale del ciclo para 
formar sacarosa y almidón el ciclo se hará más lento o 
se detendrá. Por otra parte, una conversión insuficien- 


jando al cloroplasto deficiente en P, que 
esencial para el ciclo de Calvin. 

La fructosa 1,6-bisfosfatasa (FBPasa-1) y el enzima 
que invierte efectivamente su acción, la fosfofructoqui- 
nasa dependiente de PP - (PP-PFK-1), controlan el flujo 
de triosas fosfato hacia sacarosa. Estos enzimas son, por 
tanto, puntos críticos en la regulación del destino de las 
triosas fosfato producidas por la fotosíntesis. Ambos 
enzimas están regulados por la fructosa-2,6-bisfosfa- 
to (F26BP), que inhibe la FBPasa-1 y estimula la 
PP-PFK-1. En las plantas vasculares la concentración 
de F26BP varía inversamente con la velocidad de la 
fotosíntesis (Fig. 20-52). La fosfofructoquinasa-2, res- 
ponsable de la síntesis de F26BP, es inhibida por la 
dihidroxiacetona fosfato o el 3-fosfoglicerato y estimu- 
lada por la fructosa 6-fosfato y el P. Durante la fotosín- 
tesis activa, se produce dihidroxiacetona fosfato y se 
consume P, lo que resulta en la inhibición de la PFK-2 
y menores concentraciones de F26BP. Esto favorece un 
mayor flujo de triosa fosfato hacia fructosa 6-fosfato y 
síntesis de sacarosa. Con este sistema regulador, se da 
la síntesis de sacarosa cuando el nivel de triosa fosfato 
producido por el ciclo de Calvin supera las necesidades 
para mantener la operatividad del cicio. 

La síntesis de sacarosa también está regulada a 
nivel de la sacarosa 6-fosfato sintasa, que se activa alos- 
téricamente por la glucosa 6-fosfato y es inhibida por el 
P. Este enzima también está regulado por fosforilación 
y desfosforilación; una proteína quinasa fosforila el enzi- 
ma en un residuo Ser específico haciéndolo menos acti- 
vo mientras que una fosfatasa invierte esta inactivación 
por eliminación del fosfato (Fig. 20-53). Inhibición de 
la quinasa por la glucosa 6-fosfato y de la fosfatasa por 


asesintetiza a p NO te de triosa fosfato en almidón o sacarosa secuestraría el 
ES a 
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FIGURA 20-52 La fructosa 2,6-bisfosfato como regulador de la sinte- 
sis de sacarosa. la concentración del regulador alostérico fructosa 
2,6-bistostato en ¡as células vegetales está regulada por los productos 
de la asimilación fotosintética del carbono y por el P, La cihidroxiacetona 
fosfato y el 3-fosfoglicerato producidos por la asimilación del CO, inhi- 
ben la fosfofructoquinasa-2 (PFK-2), enzima que sintetiza el regulador; el 
P estimula la PFK-2, Por corsiguiente, la concentración del regulador es 
inversamente proporcional a la tasa de fotosintesis, En la oscuridad, la 
concentración de fructosa 2,6-bistostato aumenta con lo que estimula el 
enzima glucolítico tosfofructoquinasa-1 dependiente de PP (PP-PFK-1) al 
tiempo que inhibe el enzima gluconeogénico fructosa 1,6-bisfosfatasa 
(FBPasa-1), Cuando la fotosíntesis es activa (en la luz), la concentración 
del regulador desciende con lo que se favorece la síntesis de fructosa 
6-fostato y de sacarosa. 


P, refuerzan los efectos de estos dos compuestos sobre 
la síntesis de sacarosa. Cuando las hexosas fosfato son 
abundantes, la sacarosa 6-fosfato sintasa es activada por 
la glucosa 6-fosfato; cuando la concentración de P, es 
elevada (al igual que cuando la fotosíntesis es lenta), 
disminuye la síntesis de sacarosa. Durante la fotosínte- 
sis activa, las triosas fosfato se convierten en fructosa 
6-fosfato que se equilibra rápidamente con la glucosa 
6-fosfato por la fosfohexosa isomerasa, Debido a que el 
equilibrio está muy desplazado hacia la glucosa 6-fosfa- 
to, así que se acumula la fructosa 6-fosfato aumenta el 
nivel de glucosa 6-fosfato y se estimula la síntesis de 
sacarosa. 

El enzima regulador clave en la síntesis de almidón 
es la ADP-glucosa pirofosforilasa (Fig. 20-54), que 
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FIGURA 20-53 Regulación de la sacarosa fosfato sintasa por fosfori- 
lación. Una proteína quinasa (SPS quinasa) específica de la sacarosa 


fosfato sintasa (SPS) fosforila un residuo Ser de la SPS, inactivándola; 
una fosfatasa especifica (SPS fosfatasa) invierte esta inhibición. La qui- 
nasa es inhíibida alostéricamente por la glucosa 6-fosfato que también 
activa alostéricamente la SPS. La fosfatasa es inhibida por P, que tam- 
biér inhibe directamente la SPS. Así, cuando la concentración de glucosa 
6-fosfato es elevada como resultado de una fotosíntesis activa, se activa 
la SPS produciendo sacarosa fosfato. Una concentración de P elevada, lo 
que sucede cuando la conversión fotosintética de ADP en ATP es lenta, 
inhibe la síntesis de sacarosa fosfato. 


CANA Nor el 3-fosfoglicerato, que se acumula 


durante la fotosíntesis activa, e inhibida por el P, que se 
acumula cuando la condensación de ADP con P, impul- 
sada por la luz se vuelve más lenta. Cuando disminuye 
la velocidad de síntesis de la sacarosa el 3-fosfoglicerato 
formado por la fijación de CO, se acumula, activando 
este enzima y estimulando la síntesis de almidón. 


El ciclo del glioxilato y la gluconeogénesis producen 
glucosa en las semillas en germinación 


Muchas plantas almacenan lípidos (aceites) y proteínas 
en sus semillas, que se utilizan como fuente de energía 
y como precursores biosintéticos durante la germina- 
ción, antes de que se haya desarrollado la capacidad 
fotosintética. Estos componentes almacenados se con- 
vierten en glúcidos por la acción combinada de varias 
rutas. Los aminoácidos glucogénicos (véase la Tabla 
14-4) procedentes de la degradación de proteínas alma- 
cenadas en las semillas se transaminan y oxidan a suc- 
cinil-CoA, piruvato, oxalacetato, fumarato y a-cetoglu- 
tarato (Capítulo 18), todos ellos buenos materiales de 
partida para la gluconeogénesis. La gluconeogénesis 
activa en las semillas en germinación proporciona glu- 
cosa para la síntesis de sacarosa, polisacáridos y muchos 
metabolitos derivados de hexosas. En las plántulas, la 
sacarosa proporciona gran parte de la energía química 
necesaria para el crecimiento inicial. 

Los triacilgliceroles almacenados en las semillas 
también proporcionan combustible para las plantas en 
germinación. Se hidrolizan a ácidos grasos libres y expe- 
rimentan -oxidación a acetil-CoA en peroxisomas 
especializados denominados glioxisomas que se desa- 


FIGURA 20-54 Regulación de la ADP-glucosa fosforilasa por el 
3-+osfoglicerato y el P. Este enzima, que produce el precursor para la 
síntesis del almidón, es limitante de velocidad en la producción de almi- 
dón. El enzima es estimulado alostéricamente por el 3-fostoglicerato 
(3-PGA) e inhibido por el P; en efecto, la razón [3-PGAJ/[P1, que 
aumenta cuando aumenta la velocidad de fotosíntesis, controla la sínte- 
sis de almidón en este paso. 


rrollan durante la germinación de la semilla (véase la 
Fig. 17-14). El acetil-CoA formado a partir de los aceites 
de las semillas entran en el ciclo del glioxilato (Fig. 
20-55 ) que lleva a término la conversión neta de aceta- 
to a succinato u otro intermediario de cuatro carbonos 
del ciclo del ácido cítrico: 


2 Acetil-CoA + NAD* + 2H,0 —— 
succinato + 2CoA + NADH + H* 


En el ciclo del glioxilato, el acetil-CoA se condensa con 


en isocitrato, exactamente como en 
cítrico. Sin embargo, el siguiente pas 


la rotura del isocitrato por la isocitrato liasa, con 
formación de succinato y glioxilato. A continuación el 
glioxilato se condensa con una segunda molécula de 
acetil-CoA para dar malato en una reacción catalizada 
por la malato sintasa. Posteriormente el malato se 
oxida a oxalacetato, que puede condensarse con otra 
molécula de acetil-CoA para iniciar otra vuelta del 
ciclo. El succinato pasa a la matriz mitocondrial en 
donde se convierte mediante enzimas del ciclo del 
ácido cítrico en oxalacetato. El oxalacetato se desplaza 
al citosol en donde puede convertirse en fosfoenolpiru- 
vato por la PEP carboxiquinasa y, seguidamente, a 
fructosa 6-fosfato, el precursor de la sacarosa, por la 
gluconeogénesis. Así, secuencias de reacciones lleva- 
das a cabo en tres compartimientos subcelulares 
(glioxisomas, mitocondrias y citosol) se integran para 


FIGURA 20-55 Conversión de ácidos grasos almacenados a sacarosa 
en semillas en germinación a través del ciclo del glioxilato. Esta ruta 
empieza en peroxisomas especializados llamados glioxisomas. La citrato 
sintasa, aconitasa y malato deshidrogenasa del ciclo del glioxilato son 
isozimas de los enzimas del ciclo del ácido cítrico; isocitrato liasa y 
malato sintasa son exclusivos del ciclo del glioxilato. Observe que en el 
cicio entran dos grupos acetilo (sombreados en rojo claro) y que cuatro 
carbonos lo abandonan en forma de succinato (sombreado en azul). El 
succinato se exporta a la mitocondria, en donde se convierte en oxalace- 
tato por enzimas del ciclo del ácido cítrico. El oxalacetato entra en el 
citosol y actúa como material de partida para la gluconeogénesis y para 
la síntesis de sacarosa, la forma de transporte de carbono en los vegeta- 
les. El ciclo del glioxilato fue formulado por Hans Kornberg y Neil 
Madsen en el laboratorio de Hans Krebs. 
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la producción de fructosa 6-fosfato o sacarosa a partir 
de lípidos almacenados. 

Enzimas comunes en los ciclos del ácido cítrico y 
del glioxilato tienen dos isozimas, uno específico de la 
mitocondria y otro de los glioxisomas. La separación 
física de los enzimas del ciclo del glioxilato y de la B-oxi- 
dación, de los enzimas mitocondriales del ciclo del ácido 
cítrico, impiden la oxidación posterior del acetil-CoA a 
CO,. Cada vuelta del ciclo del glioxilato consume dos 
moléculas de acetil-CoA y produce una molécula de 
succinato, la cual queda disponible para fines biosintéti- 
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cos. La hidrólisis de los triacilgliceroles almacenados 
también produce glicerol 3-fosfato, que puede entrar en 
la ruta gluconeogénica, después de oxidarse a dihi- 
droxiacetona fosfato (véase la Fig. 14-17). 

Ya observamos en el Capítulo 14 que las células 
animales pueden llevar a cabo la gluconeogénesis a par- 
tir de precursores de tres y cuatro carbonos, pero no a 
partir de dos carbonos acetílicos del acetil-CoA. Debido 
a que la reacción de la piruvato deshidrogenasa es efec- 
tivamente irreversible (véase la Sección 16.1) y los 
animales carecen de los enzimas específicos del ciclo 
del glioxilato (isocitrato liasa y malato sintasa), no tie- 
nen manera de convertir el acetil-CoA en piruvato u 
oxalacetato. Por tanto, a diferencia de las plantas vascu- 
lares, los animales no pueden conseguir la síntesis neta 
de glucosa a partir de lípidos. 


La celulosa se sintetiza por estructuras supramoleculares 
de la membrana plasmática 


La celulosa es un constituyente mayoritario de las pare- 
des celulares de las plantas que proporciona fuerza y 
rigidez e impide el hinchamiento de la célula y la rotura 
de la membrana plasmática que se podría producir 
cuando las condiciones osmóticas favorecen la entrada 
de agua en la célula. Cada año en todo el mundo las 
plantas sintetizan más de 10'' toneladas métricas de 
celulosa, lo que hace que este polímero sencillo sea uno 
de los compuestos más abundante de la biosfera. La 
estructura de la celulosa de la pared celular vegetal es 
sencilla: polímeros lineales de miles de unidades de 
D-glucosa unidas en enlace (81 — 4), formand race de 
al menos 18 cadenas, que co-cristalizan “OP 6) , 
microfibrillas, las cuales, a su vez, pueden organizarse 
en macrofibrillas más grandes (Fig. 20-56). 

Como uno de los componentes principales de la 
pared celular de las plantas, la celulosa se ha de sinteti- 
zar a partir de precursores intracelulares pero se ha de 
depositar y formar su estructura fuera de la membrana 
plasmática. La maquinaria enzimática para el inicio, 
alargamiento y exportación de las cadenas de celulosa 
es más complicada que la necesaria para sintetizar almi- 
dón o glucógeno (que no se exportan). 

La compleja maquinaria enzimática que produce las 
cadenas de celulosa abarca la membrana plasmática con 
una parte sobre el lado citoplasmático posicionada para 
unir el sustrato, la UDP-glucosa, y alargar las cadenas, y 
la otra parte extendiéndose hacia el exterior y que es 
responsable de exportar las moléculas de celulosa al 
espacio extracelular. La microscopia electrónica por 
criofractura muestra un complejo de síntesis de celulo- 
sa, O roseta, compuesto por seis grandes partículas 
dispuestas en un hexágono regular con un diámetro de 
unos 30 nm (Fig. 20-57a). Esta estructura está forma- 
da por varias proteínas, entre ellas la subunidad catalí- 
tica de la celulosa sintasa. Gran parte de los progresos 
recientes en el conocimiento de la síntesis de la celulosa 
provienen de los estudios genéticos y de genética mole- 
cular de la planta Arabidopsis thaliana; esta pequeña 
planta con flores es especialmente asequible a la disec- 
ción genética y su genoma ya ha sido secuenciado. La 
estructura de la celulosa sintasa vegetal es similar a la 
de la bacteria Rhodobacter sphaeroides, determinada 
por cristalografía de rayos X (Fig. 20-57b). 
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FIGURA 20-56 Estructura de la celulosa. La pared celular de las plan- 
tas está formada en parte por moléculas de celulosa dispuestas una al 
lado de la otra formando ordenamientos paracristalinos: las microfibrillas 
de celulosa. Varias microfibrillas pueden combinarse formando macrofi- 
brillas de celulosa más grandes. El microscopio electrónico de barrido 
muestra macrofibrillas de 5 a 12 nm de diámetro, depositada sobre la 

derficie celular en varias capas que se distinguen por las diferentes 
Eta j nes s fibrillas. [Fuente: Micrografía electrónica de 
Stophoto Assocoates/Science Source. ] 


En uno de los modelos de síntesis de celulosa, las 
cadenas de celulosa se inician con la transferencia de un 
residuo de glucosa desde la UDP-glucosa a una glucosa 
“cebadora” ya unida a la celulosa sintasa en el lado cito- 
plasmático de la membrana plasmática formando un 
disacárido. Como la adición de más residuos de glucosa 
alarga la cadena, se extruye a través de un canal forma- 
do por las hélices transmembrana de la celulosa sintasa 
y, en la superficie exterior de la membrana plasmática, 
se une a cadenas en crecimiento, formadas por molécu- 
las de celulosa sintasa vecinas, y forman una microfibri- 
lla de celulosa. Los polímeros de más de 6 a 8 unidades 
de glucosa son insolubles en agua, lo que promueve la 
cristalización de la microfíbrilla. No existe una longitud 
definida para un polímero de celulosa; la síntesis es muy 
procesiva y algunos polímeros pueden alcanzar hasta 
15.000 unidades de glucosa. 

La UDP-glucosa utilizada para la síntesis de celulo- 
sa (paso €) en la Fig. 20-57) se genera a partir de la 
sacarosa producida durante la fotosíntesis, en la reac- 
ción catalizada por la sacarosa sintasa (nombrada según 
la reacción inversa): 


Sacarosa + UDP ——> UDP-glucosa + fructosa 


Una forma de sacarosa sintasa unida a la membrana 
puede producir una elevada concentración local de 
UDP-glucosa para la síntesis de celulosa. 

Cada una de las seis partículas de la roseta contie- 
nen, muy probablemente, tres moléculas de celulosa 


de la síntesis de celulosa, 
vistas mediante microscopia 
electrónica por criofractura, 
de la membrana plasmática 
de una célula vegetal. 
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FIGURA 20-57 Un modelo propuesto para la sintesis de celulosa en 
una planta vascular. (a) Esquema procedente de una combinación de 
estudios genéticos y bioquímicos en Arabidopsis thaliana y otras plantas 
vasculares. (b) Estructura de la celulosa sintasa de Rhodobacter sphae- 
roides. La parte transmembrana de la proteína proporciona un canal a 
través del cual el polímero de celulosa en crecimiento (rojo) es empu- 
jado hacia el periplasma a medida que la cadena £íece por la adig SNA 
unidades de glucosa sobre la superficie interior d 9) AA LEN (8) 
tica. Dos estructuras del enzima se desplazan durà ataie 
El bucie de compuerta se desplaza al sitio de unión de sustrato cuando 


sintasa, que catalizan una cadena sencilla de celulosa 
cada una de ellas (paso Y). El gran complejo enzimáti- 
co que cataliza este proceso se desplaza a lo largo de la 
membrana plasmática, con una direccionalidad que 
sigue, a menudo, el curso de los microtúbulos en el cór- 
tex celular, la capa citoplasmática que se encuentra 
inmediatamente debajo de la membrana. (paso @) 
Cundo estos microtúbulos son perpendiculares al eje de 
crecimiento de la planta, las microfibrillas de celulosa se 
disponen de manera similar para promover el alarga- 
miento. Se cree que el desplazamiento de los complejos 
de celulosa sintasa está impulsado por energía liberada 
en la reacción de polimerización y no por un motor 
molecular tal como la quinesina. 

La microfibrilla de celulosa fundamental está for- 
mada por un complejo de síntesis de la celulosa, de tipo 
roseta, que se cree que está formado por 18 cadenas 
que se encuentran una al lado de otra, todas ellas con la 
misma orientación (paralelas) de extremos no reducto- 
res y reductores. Los 18 polímeros separados se unen 
en la superficie exterior de la célula y cristalizan poco 
después de polimerizarse (paso €) ), justo antes de mte- 
grarse en la pared celular, 

En la UDP-glucosa, la glucosa está unida al nucleó- 
tido a través de una unión a, pero en la celulosa los 
residuos de glucosa están unidos por enlace (841—4), 
por lo que hay una mversión de configuración en el car- 
bono anomérico (C-1) cuando se forma el enlace gluco- 
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en el córtex 

de una célula 

dirige el Bucle de la 
movimiento compuerta 
de la roseta. 


Dominio de 


(b) la glucosiltransferasa 


se une la UDP-glucosa, a continuación se desplaza hacía fuera para per- 
mitir que salga el UDP. La hélice en forma de dedo toca el residuo de 
glucosa en el extremo del polímero en crecimiento y, entonces, después 
de que se haya añadido un nuevo residuo se desplaza de manera que 
toca esta nueva glucosa terminal. El dominio glucosil transterasa se 
extiende hacia el citoplasma en donde une el sustrato UDP-glucosa. 
[Fuentes: (a) Micrografía electrónica Ocortesia del Dr. Candace H. Hai- 


ETON Carolina State University y Dr. Mark Grimson, Texas Tech 
-(b) PDB ID 5EJZ, J. L. W. Morgan et al, Nature 531.329, 


2016. Se modeló una extensión de la cadena de celulosa. ] 


sídico. Por lo general, se supone que las glucosiltransfe- 
rasas que invierten la configuración usan un mecanismo 
de desplazamiento sencillo, con ataque nucleofílico por 
la especie aceptora en el carbono anomérico del azúcar 
dador (en este caso, la UDP-glucosa). 
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© La almidón sintasa de los cloroplastos y amiloplas- 
tos cataliza la adición de residuos de glucosa, cedidos 
por la ADP-glucosa a la cadena en crecimiento del pol- 
mero, probablemente al extremo no reductor. Un 
segundo enzima introduce las ramas en la amilopectina. 
MM La sacarosa se sintetiza en el citosol en dos pasos a 
partir de UDP-glucosa y fructosa 1-fosfato. 

MB” La distribución de las triosas fosfato entre la síntesis 
de sacarosa y la síntesis de almidón está regulada por la 
fructosa 2,6-bisfosfato (F26BP), un efector alostérico 
de los enzimas que determinan el nivel de fructosa 
6-fosfato. La concentración de F26BP varía inversamen- 
te con la velocidad de fotosíntesis y el F26BP inhibe la 
síntesis de fructosa 6-fosfato, precursor de la sacarosa. 
E El ciclo del glioxilato, que tiene lugar en los glioxi- 
somas de semillas en germinación de algunas plantas, 
utiliza varios enzimas del ciclo del ácido cítrico y dos 
enzimas adicionales: isocitrato liasa y malato sintasa. Se 
esquivan los dos pasos de descarboxilación del ciclo del 
ácido cítrico, lo que permite la formación neta de succi- 
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FIGURA 20-59 Desplazamiento de la sacarosa entre tejidos fuente y 
tejidos de consumo. (a) Con la luz diurna, las hojas fotosintéticas (tejido 
fuente) fijan CO, en forma de triosas fosfato a través del ciclo de Calvin en 
los cloroplastos. Parte de la triosa fosfato se utiliza en los cloroplastos para 
sintetizar almidón, el resto se exporta al citosol en donde se pueden con- 
vertir, vía gluconeogénesis en fructosa 6-fosfato y glucosa 1-fosfato. La 
sacarosa, sintetizada a partir de UDP-glucosa y fructosa, se exporta desde 
las células mesófilas de la hoja al floema de la planta. El alto contenido de 
sacarosa resultante atrae agua al floema por ósmosis. La presión de tur- 
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FIGURA 20-58 Fondos (pools) de hexosas fosfato, 
pentosas fosfato y triosas fosfato. Los compuestos de 
cada fondo son fácilmente interconvertibles mediante 
reacciones con variaciones de energía libre estándar 
pequeñas. Cuando uno de los componentes del fondo 
está agotado ternmporalmente, se establece rápidamente 
un nuevo equilibrio para rellenarlo. El desplazamiento de 
los azúcares fosfato entre compartimientos intracelulares 
es limitado; han de existir transportadores específicos en 
la membrana de un orgánulo. 


N 


gencia incrementada que resulta de ello empuja la solución en el floema 
(savia) hacia los tejidos de consumo (bulbos, tubérculos, raíces). (b) La 
sacarosa se desplaza desde el floema hacia los tejidos de consumo en 
donde se convierte en almidón o en celulosa de la pared celular, o se uti- 
liza como combustible para la glucólisis, ciclo del ácido cítrico y fosforila- 
ción oxidativa para proporcionar ATP a estos tejidos no fotosintéticos. El 
transporte de azúcar a través de la membrana plasmática y entre compar- 
timientos intracelulares está catalizado por varios cotransportadores para- 
lelos y antiparalelos acoplados a un gradiente de protones. 


nato, oxalacetato y otros intermediarios del ciclo a par- 
tir del acetil-CoA. El oxalacetato así formado puede 
utilizarse para sintetizar glucosa (y en último término 
sacarosa) vía gluconeogénesis. 

MM La síntesis de celulosa en las células vegetales tiene 
lugar en complejos de síntesis de celulosa tipo roseta, 
en la membrana plasmática, que contiene múltiples 
copias de celulosa sintasa. Este enzima tiene una activi- 
dad glucosil transferasa en su dominio citoplasmático y 
forma un canal transmembrana a través del cual se 
expulsa la cadena de celulosa en crecimiento. Las uni- 
dades de glucosa se transfieren desde la UDP-glucosa al 
extremo no reductor de la cadena en crecimiento. Cada 
roseta produce 18 cadenas separadas de forma simultá- 
nea y en paralelo. Las cadenas cristalizan en microfibri- 
llas que se integran en la pared celular. Los microtúbu- 
los corticales orientan las microfibrillas que se están 
desarrollando. 


20.8 Integración del metabolismo 
glucídico en plantas 


En ciertos aspectos el metabolismo glucídico en una 
célula vegetal típica es más complejo que el de una célu- 
la animal típica. La célula vegetal lleva a cabo los mis- 
mos procesos que generan energía en las células anima- 
les (glucólisis, ciclo del ácido cítrico y fosforilación oxi- 
dativa); puede generar hexosas a partir de compuestos 
de tres o cuatro carbonos por gluconeogénesis; e 
oxidar hexosas fosfato a pentosas fosfz 
ción de NADPH (ruta oxidativa de las Aéntos: 
y puede producir un polímero de glu qe ot 
(a1—4) (almidón) y degradarlo para generar Heeten; 
Pero aparte de estas transformaciones de glúcidos que 
comparte con las células animales la célula vegetal foto- 
sintética puede fijar CO, dando compuestos orgánicos 
(reacción de la rubisco); utiliza los productos de la fija- 
ción para generar triosas, hexosas y pentosas (ciclo de 
Calvin) y convierte el acetil-CoA generado en la degra- 
dación de ácidos grasos en compuestos de cuatro carbo- 
nos (ciclo del glioxilato) y los compuestos de cuatro 
carbonos en hexosas (gluconeogénesis). Estos proce- 
sos, específicos de las células vegetales están segrega- 
dos en diversos compartimientos que no se encuentran 
en las células animales: el ciclo del glioxilato en los 
glioxisomas, el ciclo de Calvin en los cloroplastos, la 
síntesis de almidón en los amiloplastos y el almacena- 
miento de ácidos orgánicos en las vacuolas. La integra- 
ción de acontecimientos entre estos compartimientos 
diversos requiere transportadores específicos en las 
membranas de cada orgánulo para transportar produc- 
tos desde un orgánulo a otro o al citosol. 


Fondos o reservas (“pools”) de intermediarios comunes 
unen rutas en diferentes orgánulos 


Aunque hemos descrito transformaciones metabólicas 
en células vegetales en términos de rutas individuales, 
estas rutas están tan interconectadas que, en su lugar, 
habríamos de considerar fondos o reservas (“pools”) de 
intermediarios metabólicos compartidos entre estas 
rutas y conectados por reacciones fácilmente reversi- 
bles (Fig. 20-58). Uno de estos fondos de metaboli- 
tos incluye las hexosas fosfato glucosa 1-fosfato, gluco- 
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sa 6-fosfato y fructosa 6-fosfato; un segundo fondo 
incluye los 5-fosfato de las pentosas ribosa, ribulosa y 
xilulosa, un tercero incluye las triosas fosfato dihi- 
droxiacetona fosfato y gliceraldehído 3-fosfato. Los flu- 
jos de metabolitos a través de estos fondos cambian en 
magnitud y dirección en respuesta a cambios en las 
circunstancias de la planta, variando también según el 
tipo de tejido. Los transportadores de la membrana de 
cada orgánulo transportan compuestos específicos 
hacia adentro y hacia fuera y la regulación de estos 
transportadores probablemente influye en el grado con 
que se mezclan estos fondos. 

Durante las horas diurnas, las triosas fosfato produ- 
cidas en el tejido de las hojas fotosintéticas (tejidos 
“fuente”) por el ciclo de Calvin salen del cloroplasto y 
van a la reserva o fondo de hexosas fosfato citosólicas, 
donde se convierten en sacarosa para su transporte a 
tejidos no fotosintéticos (tejidos “consumo” (sink)) 
(Fig. 20-59). En los tejidos consumo tales como raíces, 
tubérculos y bulbos, la sacarosa se convierte en almidón 
para su almacenaje o se utiliza como fuente de energía 
a través de la glucólisis. En las plantas en crecimiento, 
las hexosas fosfato también son retiradas del fondo para 
ser utilizadas en la síntesis de las paredes celulares. 
Durante la noche, el almidón se metaboliza a través de 
la glucólisis y de la fosforilación oxidativa para propor- 
cionar energía tanto a los tejidos fuente como a los 
tejidos consumo. 


RESUMEN 20.8 Integración del metabolismo glucídico 


TON. individuales del metabolismo glucídico en 


las plantas presentan extensos solapamientos; compar- 
ten fondos de intermediarios comunes, entre ellos 
hexosas fosfato, pentosas fosfato y triosas fosfato. Los 
transportadores de las membranas de los cloroplastos, 
mitocondrias, y amiloplastos facilitan el movimiento de 
azúcares fosfato entre orgánulos. La dirección del flujo 
de metabolitos a través de los fondos, cambia del día a 
la noche. 

MM La sacarosa producida en un tejido fotosintético 
(fuente) se exporta a los tejidos no fotosintéticos (con- 
sumo) tales como raíces y tubérculos a través del floe- 
ma de la planta. 


IÈ Términos clave 
Todos los términos en negrita están definidos en el glosario. 
fotosíntesis 756 fotón 758 
reacciones dependientes cuanto 759 

de la luz 756 estado excitado 759 
reacciones de asimilación estado basal 759 

de carbono 756 fluorescencia 759 
reacción de fijación excitón 759 

de carbono 756 transferencia 
fotofosforilación 756 de excitones 759 
cloroplasto 756 clorofilas 759 
estroma 756 pigmentos - 
tilacoide 757 accesorios 759 
lamela 757 carotenoides 759 
plastidio 757 B-caroteno 760 
amiloplasto 757 espectro de acción 760 


reacción de Hill 758 fotosistema 761 
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centro de reacción 
fotoquímico 756 
complejos de captación 
de la luz (LHC) 756 
feofitina 758 
ferredoxina 761 
ferredoxina:NAD 
reductasa 761 
fotosistema II (PSI) 762 
fotosistema I (PSD 762 
plastocianina 763 
fotosíntesis 
oxigénica 763 
esquema Z 763 
plastoquinona (PQ) 765 
flujo electrónico 
no cíclico 765 
flujo electrónico 
cíclico 765 
fotofosforilación 
cíclica 766 
transición de estado 767 
complejo desprendedor 
de oxígeno 768 
complejo de escisión 
del agua 768 
cromatóforo 770 
bacteriorrodopsina 773 
ciclo de Calvin 776 
ribulosa 
1 5-bisfosfato 777 
3-fosfoglicerato 777 
ruta de las pentosas 
fosfato 777 
ciclo reductor de las 
pentosas fosfato 777 
plantas C, 777 
ribulosa 1,5-bisfosfato 
carboxilasa/oxigenasa 
(rubisco) 777 
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rubisco activasa 777 
aldolasa 779 
transcetolasa 779 
sedoheptulosa 
1,7-bisfosfato 779 
ribulosa 5-fosfato 779 
reacciones de asimilación 
del carbono 785 
tiorredoxina 785 
ferredoxina-tiorredoxina 
reductasa 785 
fotorrespiración 786 
2-fosfoglicolato 786 
ruta del glicolato 787 
ciclo fotosintético oxidativo 
del carbono 
(ciclo C,) 788 
plantas C, 789 
ruta C, 789 
fosfoenolpiruvato 
carboxilasa 790 
enzima málico 790 
piruvato fosfato 
diquinasa 790 
plantas CAM 792 
azúcares nucleótido 792 
ADP-glucosa 792 
almidón sintasa 792 
sacarosa 6-fosfato 
sintasa 793 


fructosa 2,6-bisf 793 
ADP-glucosa OP 


pirofosforilasa 
glioxisoma 794 
ciclo del glioxilato 795 
isocitrato liasa 795 
glioxilato 795 
malato sintasa 795 
celulosa sintasa 796 


1. Eficiencia fotoquímica de luz de diferentes longi- 
tudes de onda La velocidad de fotosíntesis en una planta 
verde, medida según la producción de O,, es mayor cuando 
una planta verde se ilumina con luz de 680 nm de longitud de 
onda que con luz de 700 nm. No obstante, la iluminación me- 
diante una combinación de luz de 680 y 700 nm da una veloci- 
dad de fotosíntesis mayor que la de cualquiera de las dos 
longitudes de onda separadamente. Explíquelo. 


2. Balance de la fotosíntesis En 1804 Theodore de Saus- 
sure observó que el peso total del oxígeno y de la materia or- 
gánica seca producida por las plantas es mayor que el peso del 
dióxido de carbono consumido durante la fotosíntesis. ¿De 
dónde proviene el peso extra? 


3. Papel del H,S en algunas bacterias fotosintéti- 
cas Bacterias sulfuradas púrpura iluminadas llevan a cabo la 
fotosíntesis en presencia de H,O y “CO, pero solamente 
cuando se añade H,S y en ausencia de O,. Durante el trans- 
curso de la fotosíntesis, medido por la formación de ['*Ciglú- 


cido el H,S se convierte en azufre elemental, pero no se 
desprende O,. ¿Cuál es el papel de la conversión del H,S en 
azufre? ¿Por qué no se desprende 0, ? 


4. Aumento del poder reductor del fotosistema 1 por la 
absorción de la luz Cuando el fotosistema 1 absorbe luz roja 
a 700 mm, el potencial de reducción estándar del P700 cambia 
desde 0,40 Y a alrededor de -1,2 Y. ¿Qué proporción de la luz 
absorbida es retenida en forma de poder reductor? 


5. Flujo electrónico a través de los fotosistemas I y 
IE Prediga de qué modo un inhibidor del paso de electrones a 
través de la feofitina afectaría el flujo electrónico a través de 
(a) el fotosistema Il y (b) el fotosistema 1. Explíquelo. 


6. Síntesis limitada de ATP en la oscuridad En un expe- 
rimento de laboratorio se iluminan cloroplastos de espinaca en 
ausencia de ADP y P, a continuación se apaga la luz y se aña- 
den ADP y P. Se sintetiza ATP en la oscuridad por un corto 
período de tiempo. Explique este descubrimiento. 


7. Modo de acción del herbicida DCMU Cuando se tratan 
cloroplastos con el potente herbicida 3-(3,4-diclorofeni- 
1)-1,1-dimetilurea (DCMU o diuron), cesan el desprendimiento 
de O, y la fotofosforilación. Se puede restaurar el desprendi- 
miento de O,, pero no la fotofosforilación, por adición de un 
aceptor electrónico externo o reactivo de Hill. ¿De qué modo 
actúa el DCMU como herbicida? Sugiera una localización para 
el sitio de inhibición de este herbicida en el esquema que se 
muestra en la Fig. 20-16. Explíquelo. 


8. Efecto de la venturicidina sobre el desprendimiento 
de oxígeno La venturicidina es un potente inhibidor de la 

i os cloroplastos, interaccionando con la parte 
INIAN bloqueando el paso de protones a través del 
complejo CF CF. ¿De qué modo se vería afectado por la ven- 
turicidina el desprendimiento de oxígeno en una suspensión 
de cloroplastos bien iluminados? ¿Cambiaría su respuesta si el 


experimento se realizase en presencia de un agente desaco- 
plante tal como el 2,4-dinitrofenol (DNP)? Explíquelo. 


9. Bioenergética de la fotofosforilación Las concentra- 
ciones de estado estacionario de ATP, ADP y P, en los cloro- 
plastos de espinaca aislados bajo ihuminación completa a pH 
7,0 son 120,0, 6,0 y 700,0 um, respectivamente. 

(a) ¿Cuáles son los requerimientos de energía libre para la 
síntesis de 1 mol de ATP en estas condiciones? 

(b) La energía para la síntesis de ATP es proporcionada 
por la transferencia de electrones inducida por la luz en los 
cloroplastos. ¿Cuál es el descenso de voltaje mínimo (durante 
la transferencia de un par de electrones) para sintetizar ATP 
en estas condiciones? (Puede que necesite consultar la Ec. 
13-7, p. 521). 


10. Energía luminosa para una reacción redox Imagine 
que ha aislado un microorganismo fotosintético nuevo que 
oxida H,S y transfiere los electrones al NAD*. ¿Qué longitud de 
onda proporcionaría suficiente energía para que el H,S redu- 
jera el NAD" en condiciones estándar? Suponga un 100% de 
eficiencia en el proceso fotoquímico y utilice E” = -243 mY 
para el H,S y 320 mV para el NAD*. Véase la Fig. 20-7 para los 
equivalentes energéticos de las longitudes de onda de la luz. 


11. Constante de equilibrio de las reacciones que escin- 
den el agua El coenzima NADP* es el aceptor electrónico 
terminal en los cloroplastos según la reacción 


2H20 + 2NADP* —> 2NADPH + 2H* + Oz 


Utilice la información del Capítulo19 (Tabla 19-2) para calcu- 
lar la constante de equilibrio a 25°C de esta reacción. (La rela- 
ción entre Ka y AG” se discute en la p. 498). ¿De qué modo 
puede superar el cloroplasto este equilibrio desfavorable? 


12, Energética de la fototransducción Durante la fotosín- 
tesis se han de absorber ocho fotones (cuatro por cada fotosis- 
tema) por cada molécula de O, producida: 


2H20 + 2NADP* + 8 photons ——> 2NADPH + 2H* + O, 


Suponiendo que estos fotones tengan una longitud de onda de 
700 nm (rojo) y que la absorción y utilización de la energía 
luminosa sea del 100%, calcule la variación de energía libre del 
proceso. 


13. Transferencia de electrones a un reactivo de Hill Los 
cloroplastos de espinaca aislados desprenden O, cuando se 
iluminan en presencia de ferricianuro potásico (un reactivo de 
Hill), según la ecuación 


2H20 + 4Fe?* —> O, + 4H? + 4Fe?* 


en donde Fe*- representa el ferricianuro y Fe”, el ferrocia- 
nuro. ¿Se produce NADPH en este proceso? Explíquelo. 


14. ¿Con qué frecuencia absorbe un fotón una molécula 
de clorofila? La cantidad de clorofila a (M, 892) en una hoja 
de espinaca es de aproximadamente 20 ug/cm? de superficie 
de la boja. A la luz del mediodía (energía media de 5,4 J/cm?-- 


min), la hoja absorbe alrededor del 50% de lación. ¿ 
qué frecuencia una molécula individual de déro A 
fotón? Si la vida media de una molécula de e C À) 


vivo es 1 ns, ¿qué parte de las moléculas de clorofila están ex- 
citadas en un momento determinado? 


15. Efecto de la luz monocromática sobre el flujo de 
electrones El grado en el que un transportador electrónico 
está oxidado o reducido durante la transferencia de electrones 
fotosintética puede, a veces, observarse directamente con un 
espectrofotómetro. Cuando se iluminan cloroplastos con luz 
de 700 mm, el citocromo f, la plastocianina y la plastoquinona 
están oxidados. No obstante, cuando se iluminan los cloroplas- 
tos con luz de 680 nm estos transportadores electrónicos es- 
tán reducidos. Explíquelo. 


16. Función de la fotofosforilación cíclica Cuando la ra- 
zón [NADPHY(NADP*] en los cloroplastos es elevada, la foto- 
fosforilación es predominantemente cíclica (Fig. 20-16). ¿Se 
desprende O, durante la fotofosforilación cíclica? ¿Se produce 
NADPH? Explíquelo. ¿Cuál es la función principal de la foto- 
fosforilación? 

17. Segregación del metabolismo en orgánulos ¿Qué 
ventajas obtiene la célula vegetal de tener diferentes orgánu- 


los para llevar a cabo diferentes secuencias de reacciones que 
comparten intermediarios? 


18. Fases de la fotosíntesis Cuando se ilumina una suspen- 
sión de algas verdes en ausencia de CO, y se incuban después 
en la oscuridad con '*CO,, este '*CO, se convierte en ['*C]glu- 
cosa durante un tiempo breve. ¿Cuál es el significado de esta 
observación con respecto al proceso de asimilación de CO, y 
de qué forma se relaciona con las reacciones luminosas de la 
fotosíntesis? ¿Por qué se detiene la conversión de "CO, en 
[*C]glucosa después de un corto tiempo? 
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19. Identificación de intermediarios clave en la asimi- 
lación de CO, Calvin y colaboradores utilizaron el alga verde 
unicelular Chlorella para estudiar las reacciones de asimila- 
ción de carbono de la fotosíntesis. En sus experimentos incu- 
baron **CO, con suspensiones de algas iluminadas y siguieron 
el curso de la aparición de '*C en dos compuestos, X e Y en dos 
conjuntos de condiciones. Sugiera las identidades de X e Y 
basadas en su conocimiento del ciclo de Calvin, 

(a) Se hicieron crecer Chlorella iluminada con CO, sin 
marcar; a continuación apagaron la luz y se añadió “CO, (línea 
vertical a trazos en la gráfica inferior). En estas condiciones X 
fue el primer compuesto que se marcó con "C. El compuesto 
Y no se marcó. 


1CO,, 
oscuridad 


Radiactividad 


Tiempo 


(b) Se hicieron crecer células de Chlorella iluminadas en 
presencia de '*CO,. Se continuó la iluminación hasta desapare- 
cer todo el CO, (línea vertical a trazos en la gráfica inferior). 
En estas condiciones el compuesto X se marcó rápidamente 
pero perdió su radiactividad con el tiempo mientras que el 
compuesto Y se hizo cada vez más radiactivo. 


TION 


Radiactividad 


Tiempo 


20. Regulación del ciclo de Calvin El iodoacetato reac- 
ciona irreversiblemente con los grupos -SH libres de residuos 
Cys de las proteínas. Prediga qué enzima(s) del ciclo de Calvin 
serían inhibidos por el iodoacetato y explique por qué. 


NAD* SH O HI NAD+ 
4 
+ ICH —» 
o” 
lodoacetato Enzima inactivo 


21. Comparación de las rutas reductora y oxidativa de 
las pentosas fosfato La ruta reductora de las pentosas fos- 
fato genera una serie de intermediarios idénticos a los de la 
ruta oridativa de las pentosas fosfato (Capítulo 14). ¿Qué 
papel juega cada una de las rutas en las células en donde es 
activa? 
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22. Fotorrespiración y respiración mitocondrial Com- 
pare el ciclo oxidativo fotosintético del carbono (ciclo GJ; 
también llamado fotorrespiración con la respiración mito- 
condrial que impulsa la síntesis de ATP. ¿Por qué a ambos 
procesos se les denomina respiración? ¿En qué parte de la 
célula tienen lugar y en qué circunstancias? ¿Cuál es la ruta de 
los electrones en cada uno de ellos? 


23. Función de la sedoheptulosa 1,7-bisfosfatasa ¿Cuál 
es el efecto sobre la célula y el organismo que podría tener 
lugar como consecuencia de un defecto de sedoheptulosa 
1,7-Disfosfatasa en (a) un hepatocito humano y (b) en la célula 
de una hoja de una planta verde? 


24. Ruta de la asimilación de CO, en el maíz Si se ilumina 
una planta de maíz en presencia de '*CO,, después de aproxi- 
madamente 1 segundo más del 90% de la radiactividad total 
incorporada en las hojas se encuentra en los átomos C-4 del 
malato, aspartato y oxalacetato. Sólo después de 60 segundos 
aparece el "C en el átomo C-1 del 3-fosfoglicerato. Explíquelo. 


25. Identificación de plantas CAM Si se ponen a su dispo- 
sición **CO, y todos los medios que se encuentran en un labo- 
ratorio de bioquímica típico, ¿cómo diseñaría un experimento 
sencillo para determinar si una planta es una planta C, típica o 
una planta CAM? 


26, Química del enzima málico: variación sobre un 
tema El enzima málico, que se encuentra en las células túni- 
co-vasculares de las plantas C, lleva a cabo una reacción que 
tiene su contrapartida en el ciclo del ácido cítrico. ¿Cuál es la 
reacción análoga? Explíquelo. 


27. Diferencias entre plantas C, y C, Las p 
nero Atriplex incluyen algunas especies C, y 
cies C, A partir de los datos de los gráficos siguientes 
(especie 1, curva negra; especie 2, curva roja) identifique 
cuál de las dos es una planta C, y cuál una C,. Justifique su 
respuesta en términos moleculares que expliquen los datos 
de las tres gráficas. 


Captación de CO, 


intensidad luminosa 


Captación de CO, 


Temperatura de la hoja 


Captación de CO, 


[CO] en el espacio intracelular 


28. Ruta C, en una célula individual En las plantas C, típi- 
cas, la captura inicial del CO, tiene lugar en un tipo de célula 
mientras que las reacciones del ciclo de Calvin tienen lugar en 
otro (véase la Fig. 20-50). Voznesenskaya y colaboradores han 
descrito una planta, Bienertia cycloptera, que crece en de- 
presiones salinas del semidesierto del Asia Central, que mues- 
tra las propiedades bioquímicas de una planta C, pero que, a 
diferencia de las plantas C, típicas, no segrega las reacciones 
de fijación de CO, en dos tipos de célula. La PEP carboxilasa y 
la rubisco se encuentran en la misma célula. Sin embargo, las 
células tienen dos tipos de cloroplastos localizados de forma 
diferente. Un tipo con relativamente tilacoides granales (tila- 
coides), está confinado en la periferia; los cloroplastos más tí- 
picos se agrupan en el centro de la célula, separados de los 
cloroplastos periféricos por grandes vacuolas. Puentes citosó- 
licos finos pasan a través de las vacuolas y conectan el citosol 
riférico con el central, En la parte inferior se muestra una 

a célula de B. cycloptera, con flechas que 
plastos periféricos. 


Fuente: Cortesía de Dr. Gerald Edwards, School of Biological Sciences, Washington 
State University. 


En esta planta ¿dónde esperaría encontrar (a) la PEP carboxi- 
lasa, (b) la rubisco y (c) los gránulos de almidón? Explique sus 
respuestas con un modelo para la fijación de 00, en estas cé- 
lulas C,. Fuente: Información de E. V. Voznesenskaya et al., 
Plant J. 31:649, 2002.] 


29. ¿Cuál es el coste de almacenar glucosa en forma de 
almidón? Escriba la secuencia de pasos y la reacción neta 
requerida para calcular el coste, en número de moléculas de 
ATP, para convertir una molécula de glucosa 6-fosfato citosó- 
lica en almidón y de nuevo en glucosa 6-fosfato. ¿Qué fracción 
del número máximo de moléculas de ATP disponibles a partir 
del catabolismo completo de la glucosa 6-fosfato a CO, y H,O 
representa este coste? 


30. Pirofosfato inorgáuico hidrolasa El enzima pirofos- 
fato inorgánico hidrolasa contribuye a que muchas reacciones 
biosintéticas que generan pirofosfato inorgánico sean esen- 


cialmente irreversibles en la célula. Al mantener la concentra- 
ción de PP, muy baja, el enzima “tira” de estas reacciones en la 
dirección de formación de PP. La síntesis de ADP-glucosa en 
los cloroplastos es una reacción que discurre en el sentido di- 
recto gracias a este mecanismo. Sin embargo, la síntesis de 
UDP-glucosa en el citosol de las plantas, que produce PP, es 
fácilmente reversible in vivo. ¿Cómo reconcilia estos dos he- 
chos? 


31. Regulación de la síntesis de almidón y de saca- 
rosa La síntesis de sacarosa tiene lugar en el citosol y la de 
almidón en el estroma de los cloroplastos y, no obstante, los 
dos procesos están finamente equilibrados. ¿Qué factores des- 
plazan las reacciones en favor de (a) la síntesis de almidón y 
(b) la síntesis de sacarosa? 


32. Regulación de la síntesis de sacarosa En la regulación 
de la síntesis de sacarosa a partir de triosas fosfato producidas 
en la fotosíntesis, el 3-fosfoglicerato y el P, juegan papeles 
clave (véase la Fig. 20-25). Explique por qué las concentracio- 
nes de estos dos reguladores reflejan la velocidad de la fotosín- 
tesis. 


33. Sacarosa y caries dental La infección más común en la 
especie humana es la caries dental, que surge de la coloniza- 
ción y destrucción del esmalte dental por diversos microorga- 
nismos acidificantes. Estos organismos sintetizan una red de 
dextranos insolubles en agua, denominada placa dental, sobre 
la que viven, y que está compuesta por polímeros de glucosa 
en enlace (al--6) con muchos puntos de ramificación 
(a1—-3). La polimerización del dextrano poe sacarosa de 
la dieta y la reacción está catalizada por un 

la dextrano-sacarosa glucosiltransferasa. 

(a) Escriba la reacción global de la poli e. 
trano. 

(b) Además de proporcionar un sustrato para la formación 
de la placa dental ¿de qué modo la sacarosa de la dieta propor- 
ciona a las bacterias bucales una fuente abundante de energía 
metabólica? 


34. División entre los ciclos del ácido cítrico y del gliox- 
ilato En un organismo (tal como E. coli) que tiene tanto el 
ciclo del ácido cítrico como el del glioxilato ¿qué es lo que de- 
termina que el citrato entre en una u otra vía? 
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35. Fotofosforilación: Descubrimiento, rechazo y redes- 
cubrimiento En las décadas de 1930 y 1940, se empezaron a 
hacer progresos respecto a la comprensión del mecanismo de 
fotosíntesis. En aquella época, empezaba justamente a cono- 
cerse el papel de los “enlaces fosfato ricos en energía” (hoy en 
día, “ATP”) en la glucólisis y en la respiración celular. Había 
muchas teorías sobre el mecanismo de la fotosíntesis, espe- 
cialmente sobre el papel de la luz. Este problema se centra en 
lo que entonces se denominaba “proceso fotoquímico prima- 
rio”, es decir, sobre qué es, exactamente, lo que produce la 
energía de la luz capturada en la célula fotosintética. Curiosa- 
mente, una parte importante del modelo moderno de fotosín- 
tesis fue propuesta muy tempranamente, para ser rechazada, 
ignorada durante varios años y finalmente ser recuperada y 
aceptada. 

En 1944, Emerson, Stauffer y Umbreit propusieron que “la 
función de la energía luminosa en la fotosíntesis es la forma- 
ción de enlaces fosfato de alta “energía”. En su modelo (de 
aquí en adelante, el “modelo de Emerson”), la energía libre 
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necesaría para impulsar la fijación y reducción del CO, proce- 

día de estos “enlaces fosfato ricos en energía” (es decir, ATP) 

producidos como resultado de la absorción de la luz por una 
proteína que contenía clorofila. 

Este modelo se rechazó explícitamente por Rabinowitch 
(1945). Después de resumir los hallazgos de Emerson y cola- 
boradores Rabinowitch declaró: “Hasta que no se proporcio- 
nen pruebas más sólidas, nos inclinamos a considerar como 
más convincente un argumento general contra esta hipótesis, 
que puede deducirse de consideraciones energéticas. La foto- 
síntesis es eminentemente un problema de acumulación de 
energía. Qué benerficio puede tener, entonces, convertir 
quanta de luz (incluso los de la luz roja que pueden significar 
unas 43 kcal por Einstein) en “quanta de fosfato” de sólo 10 
kcal por mol? Esto parece ser un camino en la dirección erró- 
nea, hacia la disipación y no hacia la acumulación de energía” 
(Vol. I, p. 228). Este argumento, junto con otras pruebas, lle- 
varon al abandono del modelo de Emerson hasta la década de 
1950, cuando se encontró que era correcto, si bien en una 
forma modificada. 

Para cada una de las informaciones del artículo de Emer- 
son y colaboradores, presentadas más adelante desde (a) a 
(d), responda las siguientes preguntas: 

1. ¿De qué modo esta información apoya el modelo de Emer- 
son en el que la energía luminosa se utiliza directamente 
por la clorofila para formar ATP el cual proporciona se- 
guidamente la energía para impulsar la fijación y reduc- 
ción del CO,? 

2. ¿Cómo explicaría Rabinowith esta información, basándose 
en su modelo (y la mayoría de los restantes modelos de la 
época), en el que la energía luminosa se utiliza directa- 


ATI © por la clorofila para sintetizar compuestos redu- 


? Rabinowitch escribió: “Teóricamente, no existe 
ab, por la que toda la energía de los electrones conte- 
nida en las moléculas excitadas por la absorción de la luz 
no debiera estar disponible para oxidación-reducción” 
(Val I, p. 152). En este modelo, los compuestos reductores 
se utilizan entonces para fijar y reducir el CO,, y la energía 
para estas reacciones viene de las grandes cantidades de 
energía libre cedida por las reacciones de reducción. 

3. ¿Cómo se explica esta información con nuestros conoci- 
mientos modernos sobre la foosíntesis? 

(a) La clorofila contiene un ión Mg”, que se sabe que es 
un cofactor esencial para muchos enzimas que catalizan reac- 
ciones de fosforilación y desfosforilación. 

(b) Una “proteína de clorofila” cruda aislada de células 
fotosmtéticas mostró actividad fosforilante. 

(c) La actividad fosforilante de la “proteína de clorofila” 
era inhibida por la luz. 

(d) Los niveles de varios compuestos fosforilados diferen- 
tes de las células fotosintéticas cambiaron de manera especta- 
cular en respuesta a la exposición a la luz (Emerson y 
colaboradores no pudieron identificar los compuestos especí- 
ficos implicados). 

Finalmente, se vio que tanto el modelo de Emerson como 
el de Rabinowitch eran parcialmente correctos y parcialmente 
incorrectos. 

(e) Explique cuál de los dos modelos está más en concor- 
dancia con nuestro modelo actual de la fotosíntesis. 

En su rechazo del modelo de Emerson, Rabinowitch con- 
tinuó: “La dificultad de la teoría del almacenamiento de fosfato 
aparece de manera más clara cuando uno considera el hecho 
de que, con luz tenue, ocho o diez quanta de luz son suficien- 
tes para reducir una molécula de dióxido de carbono. Si cada 
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quanto produjese una molécula de fosfato de alta energía, la 
energía acumulada sería de sólo 80-100 kcal por Einstein, 
mientras que la fotosíntesis requiere al menos, 112 kcal por 
mol, y probablemente más, debido a pérdidas en las reaccio- 
nes parciales irreversibles” (Vol. I, p. 228) 

(f) ¿De qué modo el valor de Rabinowitch de 8 a 10 foto- 
nes por molécula de CO, se corresponde con el valor aceptado 
actualmente? Necesitará consultar el Capítulo 20 para parte 
de la información aquí requerida. 


(g) ¿Cómo refutaría el argumento de Rabinowitch, basán- 
dose en nuestro conocimiento actual de la fotosíntesis? 
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los cuales solo se han reconocido recientemente. 

Son la principal forma de ener 
la mayoría de organismos y son cons 
pales de las membranas celulares. Ha 
lizados que actúan como pigmentos (retinal, carote- 
no), cofactores (vitamina K), detergentes (sales bilia- 
res), transportadores (dolicoles), hormonas (derivados 
de la vitamina D, hormonas sexuales), mensajeros 
extra e intracelulares (icosanoides y derivados del fos- 
fatidilinositol) y anclaje de proteínas de membrana 
(ácidos grasos unidos covalentemente, grupos prenilo 
y fosfatidilinositol). La capacidad para la síntesis de los 
diversos lípidos es, por consiguiente, esencial para 
todos los organismos. Este capítulo describe las rutas 
biosintéticas de algunos de los principales lípidos pre- 
sentes en la mayoría de células, con las que se ilustran 
las estrategias empleadas en la construcción de estos 
productos insolubles en agua a partir de precursores 
hidrosolubles sencillos tales como el acetato. Al igual 
que sucede con otras rutas biosintéticas estas secuen- 
cias de reacción son endergónicas y reductoras. Utili- 
zan ATP como fuente de energía metabólica y un trans- 
portador electrónico reducido (normalmente NADPH) 
como reductor. 

Describiremos en primer lugar la biosíntesis de los 
ácidos grasos, componentes primarios de los triacilgli- 
ceroles y los fosfolípidos. A continuación examinaremos 
la incorporación de los ácidos grasos en los triacilglice- 
roles y en los tipos más sencillos de fosfolípidos de 
membrana. Finalmente consideraremos la síntesis del 
colesterol, componente de algunas membranas y pre- 
cursor de productos esteroideos tales como los ácidos 
biliares, las hormonas sexuales y las hormonas de la 
corteza suprarrenal. 


| | os lípidos juegan multitud de papeles, algunos de 
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21.1 Biosíntesis de ácidos grasos 
e icosanoides 


Cuando se descubrió que la oxidación de los ácidos gra- 
sos transcurría mediante la eliminación oxidativa suce- 
siva de unidades de dos carbonos (acetil-CoA) (véase la 
Fig. 17-8) los bioquímicos creyeron que la biosíntesis de 
los ácidos grasos podría tener lugar mediante la simple 
inversión de los mismos pasos enzimáticos. No obstan- 
te, tal como se vería más adelante, la biosíntesis y la 
degradación de los ácidos grasos transcurren por vías 
diferentes, están catalizadas por conjuntos de enzimas 
tienen lugar en partes diferentes de la célula. 
, en la biosíntesis de los ácidos grasos participa 
un intermediario de tres carbonos, el malonil-CoA, 
que no aparece en la ruta de degradación de los ácidos 
grasos. 


10) 10) 
AS eS 
AHH 
O S-CoA 
Malonil-CoA 


La ruta de síntesis de los ácidos grasos y su regula- 
ción son ahora el principal foco de atención. Nos ocupa- 
remos de la biosíntesis de ácidos grasos de cadena larga, 
ácidos grasos insaturados y sus derivados icosanoides al 
final de esta sección. 


El malonit-CoA se forma a partir del acetil-CoA 
y del bicarbonato 


La formación del malonil-CoA a partir del acetil-CoA es 
un proceso irreversible catalizado por la acetil-CoA 
carboxilasa. El enzima bacteriano tiene tres subunida- 
des polipeptídicas diferentes (Fig. 21-1); en las células 
animales las tres actividades son parte de un único 
polipéptido multifuncional. Las células vegetales contie- 
nen ambos tipos de acetil-CoA carboxilasa. En todos los 
casos el enzima contiene el grupo prostético biotina, 
unido mediante un enlace covalente tipo amida al grupo 
e-amino de un residuo Lys que se encuentra en uno de 
los tres polipéptidos o dominios de la molécula enzimá- 
tica. La reacción en dos pasos catalizada por este enzi- 
ma es muy parecida a otras reacciones de carboxilación 
dependientes de biotina, tales como las catalizadas por 
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la piruvato carboxilasa (véase la Fig. 16-17) y la propio- 
nil-CoA carboxilasa (véase la Fig. 17-12). Un grupo 
carboxilo, obtenido del bicarbonato (HCO, ), se transfie- 
re en primer lugar a la biotina en una reacción depen- 
diente de ATP. El grupo biotinilo actúa como transpor- 
tador temporal de CO,, transfiriéndolo al acetil-CoA en 
el segundo paso para dar malonil-CoA. 


La síntesis de ácidos grasos transcurre mediante 
una secuencia de reacciones repetidas 


En todos los orgarmismos, las cadenas carbonadas largas 
de los ácidos grasos se forman mediante una secuencia 
repetida de reacciones con cuatro etapas (Fig. 21-2), 
catalizadas por un sistema al que se denomina colecti- 
vamente ácido graso sintasa. Un grupo acilo saturado 
formado en este conjunto de reacciones de cuatro pasos 
constituye el sustrato de la siguiente condensación con 


FIGURA 21-1 Reacción de la acetil-CoA carboxilasa. La acetil-CoA 
carboxilasa tiene tres regiones funcionales: proteína portadora de biotina 
(gris); biotina carboxitasa, que activa el CO, uniéndolo a un nitrógeno del 
anillo de la biotina en una reacción dependiente de ATP (véase la Fig. 
16-17); y transcarboxilasa, que transfiere el CO, activado (sombreado en 
verde) desde la biotina hasta el acetil-CoA, produciendo malonii-CoA. 
Parte de la proteína transportadora de biotina y el brazo largo y flexible 
de la biotina rotan para transportar el CO, activado desde la región de la 
biotina carboxilasa hasta el sitio activo de la transcarboxilasa. En cada 
caso el enzima activo está sombreado en azul. 


un grupo malonilo activado. En cada paso a través del 
ciclo la cadena acilo graso se alarga dos carbonos. 

Tanto el cofactor que transporta electrones como 
los grupos activadores de la secuencia anabólica reduc- 
tora son diferentes de los que actúan en el proceso 
oxidativo catabólico. Recuerde que en la J-oxidación, 
los aceptores electrónicos son NAD* y FAD, y que el 
grupo activador es el grupo tio! (—SH) del coenzima A 
(véase la Fig. 17-8). En cambio, el agente reductor en la 
secuencia de síntesis es el NADPH y los grupos activa- 
dores son dos grupos —SH diferentes unidos al enzima, 
tal como se describen más adelante. 

Existen dos variantes principales de ácido graso 
sintasa: la ácido graso sintasa I (FAS I) que se encuentra 
en los vertebrados y hongos y la ácido graso sintasa II 
(FAS ID), de plantas y bacterias. La FAS I que se encuen- 


tra en los vertebrados consta de una única cadena poli- 


peptídica multifuncional (M, 240.000). La FAS I de 
mamíferos es el prototipo. Siete sitios activos diferentes 


mo diferentes se encuentran en dominios 
Vat : ota El polipéptido de mamíferos 
Ma horca: (M, 480.000). Parece ser 


que pe Si om funcionan independientemente. 
Cuando todos los sitios activos de una subunidad se 
inactivan por mutación, la síntesis de ácidos grasos sólo 
se reduce moderadamente. En las levaduras y otros 
hongos se encuentra una FAS I algo diferente formada 
por dos polipéptidos multifuncionales que forman un 
complejo con una arquitectura diferente de la de los 
vertebrados (Fig. 21-3b). Tres de los siete sitios activos 
necesarios se encuentran en la subunidad «e y cuatro en 
la subunidad £. 

Con los sistemas FAS I, la síntesis de ácidos grasos 
lleva a un solo producto y no se liberan intermediarios. 
Cuando la cadena alcanza la longitud de 16 carbonos, el 
producto (palmitato, 16:0, véase la Tabla 10-1) abando- 
na el ciclo. Los carbonos C-16 C-15 del palmitato provie- 
nen de los átomos de carbono del metilo y del carboxilo, 
respectivamente, de un acetil-CoA utilizado directa- 
mente para cebar el sistema al principio (Fig. 21-4); el 
resto de los átomos de carbono de la cadena provienen 
del acetil-CoA vía malonil-CoA, 

La FAS II de plantas y bacterias, es un sistema diso- 
ciado; cada paso de la síntesis está catalizado por un 
enzima diferente fácilmente difusible. Los intermedia- 
rios también difunden y pueden desviarse a otras rutas 
(tales como la síntesis de ácido lipoico). A diferencia de 
FAS I, la FAS II genera diversos productos entre los que 
se cuentan ácidos grasos saturados de diferentes longi- 
tudes, así como ácidos grasos insaturados, ramificados e 
hidroxilados. En las mitocondrias de vertebrados tam- 
bién se encuentra un sistema FAS Il, La siguiente discu- 
sión se centra en la FAS 1 de mamíferos. 


Grupo malonito 


Grupo acetilo 
primer grupo acilo) 


condensación ¡e 
: CO, 


reducción |O) 


reducción | O) 


NADP” 


Grupo acilo saturado, HS 


alargado en dos carbonos i 


FIGURA 21-2 Adición de dos carbonos a una cadena acilo graso en 
crecimiento: secuencia de cuatro pasos. Cada grupo malonilo y acetilo 
(o acilo más largo) es activado por un tioéster que lo une a ta ácido 
graso sintasa, un sistema multienzimático descrito posteriormente en e! 
texto. @ La condensación de un grupo acilo activado (un grupo acetito 
procedente del acetil-CoA es el primer grupo acilo) y dos carbonos pro- 
cedentes del malonit-CoA, con la eliminación de CO, del grupo malonilo 
extienden la cadena acítica en dos carbonos. Se presenta el mecanismo 
de la primera etapa de esta reacción para ilustrar la función de la descar- 
boxilación que facilita la condensación. El producto f-ceto de esta con- 
densación se reduce a continuación en tres pasos casi idénticos a las 
reacciones de la 8 oxidación, pero en secuencia inversa: @ el grupo 
B-ceto se reduce a alcohol, €) la elimioación de H,O crea un dobie 
enlace, y O el doble enlace se reduce para formar el correspondiente 
grupo acilo graso saturado. 
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FIGURA 21-3 Estructura de la ácido graso sintasa de los sistemas 
tipo l. Se muestran las estructuras de baja resolución de los sistemas 
enzimáticos (a) de mamífero. (a) Todos los sitios activos en el sistema 
de mamiferos están localizados en diferentes dominios dentro de una 
única cadena polipeptídica grande. Las diferentes actividades enzimáti- 
cas son: B-cetoacil-ACP sintasa (KS), malonil/acetil-CoA-ACP transte- 
rasa (MAD), M-hidroxiacil-ACP deshidratasa (DH), enoil-ACP reductasa 
(ER) y P-cetoacil-ACP reductasa (KR). ACP es la proteína portadora de 
acilos. El ordenamiento linea! de los dominios en el polipéptido se mues- 
tra debajo de la estructura. El séptima dominio (TE) es una tioesterasa 
que libera el producto palmitato del ACP cuando se ha completado la 
síntesis. Los dominios ACP y TE están desordenados en el cristal y, en 
consecuencia, no se muestran en la estructura. 

(b) En FAS | del hongo Thermomyces lanuginosus, los mismos 
sitios activos se dividen entre dos cadenas polipeptídicas muitifunciona- 
les que actúan conjuntamente. En el complejo heterododecamérico se 
encuentran seis copias de cada polipéptido. En el centro del complejo se 
encuentra una rueda de seis subunidades a, que incluyen la ACP así 
como los sitios activos de KS y KR. En la rueda se encuentran tres subu- 
nidades en una cara y tres en la otra. A ambos lados de la rueda se 
encuentran cúpulas formadas por trímeros de las subunidades 3, que 
contienen los sitios activos de ER y DH, así como dos dominios con 
sitios activos análogos a la MAT del enzima de mamiferos. Los dominios 
de uno de cada tipo de subunidad están coloreados según los colores del 
sitio activo del enzima de mamífero en (a). [Fuentes: (2) Dímero proce- 
dente de PDB 1D 2CF2, T, Maier et al., Science 31111258, 2006. (b) Pro- 
cedente de PDB ID 2UV9, 2UVA, 2UVB y 2UYVC, S. Jenni et al., Science 
316:254, 2007]. 
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Ácido graso 
sintasa 


FIGURA 21-4 Proceso global de la síntesis de palmitato. La cadena 
acilo graso crece en unidades de dos carbonos cedidas por el malonato 
activado con pérdida de CO, en cada paso. El grupo acetilo inicial está 
sombreado en amarillo; C-1 y C-2 del malonato están sombreados en 
rosa y el carbono liberado como CO, está sombreado en verde Después 
de cada adición de dos carbonos, las reducciones convierten la cadena 
en crecimiento en un ácido graso saturado de cuatro, seis, ocho, etc. tar- 
bonos. El producto final es el palmitato (16:0), 


El complejo de la ácido graso sintasa de mamíferos tiene 
múltiples sitios activos 


Los diversos dominios de la FAS I de to funcio- 
nan como enzimas distintos pero unidos. El sitio activo 
de cada enzima se encuentra en un dominio diferente 
dentro del gran polipéptido. A lo largo del preç 
síntesis de ácidos grasos los intermedios p ra : 
unidos covalentemente en forma de tioésteres 4/1 Š 
dos grupos tiol. Un sitio de unión es el grupo —SH de 
un residuo Cys en una de los dominios de la sintasa 
(Acetoacil-ACP sintasa; KS); el otro es el grupo —SH 
de la proteína portadora de acilos, un dominio separado 
del mismo polipéptido. La hidrólisis de los tioésteres es 
muy exergónica; la energía liberada ayuda a que dos 
pasos (O) y O de la Fig. 21-6) en la síntesis de ácidos 
grasos (condensación) sean termodinámicamente favo- 
rables. 

La proteína portadora de acilos (ACP) es la 
lanzadora que mantiene unido el sistema. La ACP de E. 
coli es una proteína pequeña (M, 8,860) que contiene el 
grupo prostético 4”-fosfopanteteína (Fig. 21-5, com- 
párese con el ácido pantoténico y la fracción 4-mercap- 
toetilamina del coenzima A en la Fig. 8-41). Se cree que 
el grupo prostético 4”-fosfopanteteína de la ACP de E. 
colt sirve de brazo flexible que une la cadena acilo graso 
creciente a la superficie del complejo de la ácido graso 
sintasa al tiempo que lleva los intermediarios de la reac- 
ción desde un sitio activo del enzima al siguiente. La 
ACP de mamíferos tiene una función similar y el mismo 
grupo prostético; sin embargo, tal como hemos visto, 
está incrustada en forma de dominios dentro de un poli- 
péptido multifuncional mucho mayor. 


FIGURA 21-5 Proteína portadora de acilos (ACP). El grupo prostética 
es la 4'”-fosfopanteteina, que está unida covalentemente al grupo 
hidroxilo de un residuo Ser en la ACP. La fosfopanteteína contiene la 
vitamina B ácido pantoténico, que también se encuentra en la molécula 
de coenzima À. Su grupo -SH es el sitio de entrada de grupos maionilo 
durante la sintesis de ácidos grasos. 


cuatro 
adiciones más 


HS 


Palmitato 


La ácido graso sintasa recibe los grupos acetilo y malonilo 


Antes de que puedan empezar las reacciones de con- 
densación que construyen la cadena de ácido graso, se 
han de cargar los dos grupos tiol del complejo enzimá- 
tico con los grupos acilos correctos (Fig. 21-6, parte 
pes En primer lugar se transfiere el grupo acetilo 

QA a la ACP en una reacción catalizada por el 
lo alóniVacetil-CoA-ACP transferasa (MAT) 
1 Jel polipéptido multifuncional. A continuación se trans- 
fiere el grupo acetilo al grupo —SH de la Cys de la 
f-cetoacil-ACP sintasa (KS). La segunda reacción, 
transferencia del grupo malonilo desde el malonil-CoA 
al grupo —SH de la ACP, está también catalizada por la 
maloniVacetil-CoA-ACP transferasa. En el complejo de 
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FIGURA 21-6 Secuencia de reacciones durante la sintesis de un 
ácido graso. El complejo de la FAS | de mamiferos se muestra de forma 
esquemática, con los dominios catalíticos coloreados como en la Figura 
271-3. Cada dominio del gran polipéptido representa una de las seis acti- 
vidades enzimáticas del complejo dispuestas en forma de una “5” 
grande y apretada la proteína portadora de acilos (ACP) no está 
resuelta en la estructura cristalina mostrada en la Figura 21-3, pero está 
unida al dominio KS. El brazo fosfopanteteina de la ACP acaba en un 
grupo -SH. Después del primer panel, el enzima mostrado en color es el 
que actuará en el paso siguiente. Al igual que en la figura 21-4, el grupo 


ACP transterasa , 
acetilo inicial está sombreado en amarillo; C-ł y C-2 dei malonato están 
sombreados en rosa y el carbono liberado como CO, en verde. Los pasos 

S-CoA CoA-SH © 10 se describen en el texto. 
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gn 
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la sintasa cargada, los grupos acetilo y malonilo están 
activados para el proceso de alargamiento de la cadena. 
Los cuatro primeros pasos de este proceso los conside- 
ramos ahora en cierto detalle; todos los números de las 
etapas se refieren a la Figura 21-6. 


trans-A?-Butenoil-ACP 


H,0 


6) Deshidratación (DH) 


Paso (Y) Condensación La primera reacción en la for- 
mación de una cadena de ácido graso es una condensa- 
ción de Claisen formal en la que intervienen los grupos 
acetilo y malonilo activados para formar acetoace- 
til-ACP, un grupo acetoacetilo unido a la ACP a través 
del grupo —SH de la fosfopanteteína; simultáneamente, 
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se produce una molécula de CO,. En esta reacción cata- 
lizada por la ¿-cetoacil-ACP sintasa, se transfiere el 
grupo acetilo desde el grupo —SH de la Cys del enzima 
al grupo malonilo que se encuentra unido al —SH de 
ACP, convirtiéndose en la unidad de dos carbonos meti- 
lo terminal del nuevo grupo acetoacetilo. 

El átomo de carbono del CO, formado en esta reac- 
ción es el mismo átomo de carbono que se introdujo 
originalmente en el malonil-CoA a partir del HCO; 
mediante la reacción de la acetil-CoA carboxilasa (Fig. 
21-1). Así, el CO, sólo se encuentra transitoriamente en 
enlace covalente durante la biosíntesis de ácidos grasos; 
se elimina a medida que se inserta cada unidad de dos 
carbonos. 

¿Por qué las células se toman la molestia de adicio- 
nar CO, para formar un grupo malonilo a partir de un 
grupo acetilo, sólo para perderlo de nuevo durante la 
formación de acetoacetato? La reacción de condensa- 
ción es termodinámicamente favorable gracias a la utili- 
zación de grupos malonilo activados en lugar de los 
grupos acetilo. El carbono metilénico (C-2) del grupo 
malonilo, situado entre los carbonos carbonílico y car- 
boxílico es un nucleófilo muy bueno. En el paso de la 
condensación, la descarboxilación del grupo malonilo 
facilita el ataque nucleofílico del carbono metilénico 
sobre el tioéster que une el grupo acetilo a la 9-cetoa- 
cil-ACP sintasa desplazando el grupo —SH del enzima 
(Ésta es una condensación de ésteres de Claisen típica; 
véase la Fig. 13-4). El acoplamiento de la condensación 
a la descarboxilación del grupo malonilo hace que el 


proceso sea globalmente muy exergónico. U cuen- 
cia similar de carboxilación-descarboxilació 
formación de fosfoenolpiruvato a partir del pi o en 


la gluconeogénesis (véase la Fig, 14-18). 

Mediante la utilización de grupos malonilo activa- 
dos en la síntesis de ácidos grasos y de acetato activado 
en su degradación, la célula consigue que ambos proce- 
sos sean favorables energéticamente aunque uno sea, 
efectivamente, el inverso del otro. La energía extra 
requerida para que la síntesis de ácidos grasos sea favo- 
rable la proporciona el ATP utilizado para sintetizar 
malorúl-CoA a partir de acetil-CoA y HCO; (Fig. 21-1). 


Paso Y Reducción del grupo carbonilo El acetoa- 
cetil-ACP formado en la etapa de condensación se redu- 
ce seguidamente en el grupo carbonilo en C-3 formando 
D-4-hidroxibutiril-ACP. Esta reacción está catalizada 
por la 4-cetoacil-ACP reductasa (KR), y el NADPH 
es el dador electrónico. Obsérvese que el grupo pb-4-hi- 
droxibutirilo no tiene la misma forma esteroisómera que 
el intermedio L-£-hidroxiacilo en la oxidación de los 
ácidos grasos (véase la Fig. 17-8). 


Paso €) Deshidratación Se eliminan ahora los ele- 
mentos del agua de C-2 y C-3 del D-2-hidroxibutiril-ACP 
y se forma un doble enlace en el producto trans-A?- 
butenil-ACP. El enzima que cataliza esta deshidrata- 
ción es la S-hidroxiacil-ACP deshidratasa (DH). 


Paso Y Reducción del doble enlace Finalmente, el 
doble enlace del trans-A*-butenil-ACP se reduce (satu- 
ra) formando butiril-ACP por acción de la enoil-ACP 
reductasa (ER); de nuevo el dador electrónico es el 
NADPH. 
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FIGURA 21-7 Inicio de la segunda vuelta del cicio de la síntesis de 
ácidos grasos. El grupo butirilo se encuentra sobre el grupo Cys-SH. El 
grupo malonilo entrante se une primero al grupo -SH de la fostopante- 
teína. A continuación, en el paso de condensación, el grupo butirilo com- 
pleto unido al grupo -SH de la Cys es intercambiado por el grupo car- 
boxilo del residuo malonilo, que se pierde como CO, (verde). Este paso 
es análogo al paso O de la Figura 21-6. El producto, un grupo f-cetoa- 
cito de seis carbonos, contiene ahora cuatro carbonos procedentes del 
malonil-CoA y dos procedentes del acetil-CoA que comenzó la reacción. 
El grupo P-cetoacilo pasa ahora a través de los pasos Y a Y, como en 
la Figura 21-6. 


Las reacciones de la ácido graso sintasa se repiten hasta 
formar palmitato 


La producción del acilo graso saturado-ACP de cuatro 
carbonos completa un paso a través del complejo de la 
ácido graso sintasa. En el paso @ el grupo butirilo es 
ahora transferido desde el grupo —SH de la ACP al 
grupo —SH de la Cys de la P-cetoacil-ACP sintasa el 
cual era portador, inicialmente, del grupo acetilo (Fig. 
21-6). Para empezar el siguiente ciclo de cuatro reaccio- 
nes que alarga la cadena en dos carbonos más (paso 
O), se une otro grupo malonilo al grupo —SH de la 
fosfopanteteína de la ACP ahora desocupado (Fig. 
21-7). La condensación tiene lugar cuando el grupo 
butirilo, que actúa exactamente igual que el grupo ace- 
tilo en el primer ciclo, se une a dos carbonos del grupo 
malonil-ACP con la pérdida concomitante de CO,. El 
producto de esta condensación es un grupo acilo de seis 


carbonos, unido covalentemente al grupo —-SH de la 
fosfopanteteína. Su grupo -ceto se reduce en las tres 
etapas siguientes del ciclo de la sintasa que produce el 
grupo acilo saturado, exactamente igual que en la pri- 
mera vuelta de reacciones, pero en este caso se forma 
un producto de seis carbonos. 

Siete ciclos de condensación y reducción producen 
el grupo saturado palmitilo de 16 carbonos, aún unido a 
la ACP. Por razones no bien conocidas, el alargamiento 
de la cadena por el complejo de la sintasa se detiene 
generalmente en este punto, y libera palmitato libre de 
la molécula de ACP por acción de una actividad hidrolí- 
tica (tioesterasa; TE) en la proteína multifuncional. 

La reacción global para la síntesis de palmitato a 
partir de acetil-CoA se puede separar en dos partes. 
Primero la formación de siete moléculas de malo- 
nil-CoA: 


7 Acetil-CoA + 7CO, + TATP —— 
7 malonil-CoA + 7ADP + 7P, 
(21-1) 


a continuación siete ciclos de condensación y reduc- 
ción: 


Acetil-CoA + 7 malonil-CoA + 14NADPH + 14 H* —— 
palmitato + 7CO, + 8CoA + 14NADP* + 6H,0 
(21-2) 


Observe que sólo se producen seis moléculas netas de 
agua ya que una se utiliza para hidroliz OP 
ter del palmitato con el enzima. El pro 
de las ecuaciones 21-1 y 21-2) es 


giota 
JU 


8 Acetil-CoA + TATP + 14NADPH + 14 H* —— 
palmitato + 8CoA + 7ADP +7Pi+ 14NADP* + 6H,0 
(21-3) 


La biosínteis de ácidos grasos tales como el palmitato 
requiere, por tanto, acetil-CoA y el aporte de energía 


Células animales, 
células de levadura 


Citosol 
* Producción de NADPH 

(ruta de las pentosas fosfato; enzima málico) 

* Alta [NADPHI/[NADP+] 

* Síntesis de isoprenoides y esteroles (primeras fases) 
* Síntesis de ácidos grasos 


FIGURA 21-8 Localización subcelular del metabolismo lipidico. Las 
levaduras y las células de animales vertebrados difieren de las células de 
plantas superiores en la compartimentación del metabolismo lipídico. La 
síntesis de ácidos grasos tiene lugar en el compartimiento en el que se 


Mitocondrias 
* No hay oxidación 
de ácidos grasos 


+ Oxidación de ácidos grasos 
+ Síntesis de cuerpos cetónicos 
* Alargamiento de ácidos grasos 


+ Producción de acetil-CoA 
Retículo endoplasmático 


= Síntesis de fosfolípidos 

= Síntesis de esteroles 
(últimos pasos) 

* Alargamiento de ácidos grasos 

* Desaturación de ácidos grasos 
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química en dos formas: el potencial de transferencia de 
grupo del ATP y el poder reductor del NADPH. Se 
requiere el ATP para unir CO, al acetil-CoA para gene- 
rar malonil-CoA: el NADPH se requiere para reducir el 
grupo -ceto y los dobles enlaces, 

En los eucariotas no fotosintéticos existe un coste 
adicional en la síntesis de ácidos grasos debido a que el 
acetil-CoA se genera en la mitocondria y se ha de trans- 
portar al citosol. Tal como veremos esta etapa adicional 
consume dos ATP por molécula de acetil-CoA transpor- 
tado, lo que aumenta el coste energético de la síntesis 
de ácidos grasos a tres ATP por unidad de dos carbonos. 


La síntesis de ácidos grasos es un proceso citosólico 
de muchos organismos pero en las plantas tiene lugar 
en los cloroplastos 


En la mayoría de eucariotas superiores el complejo de la 
ácido graso sintasa se encuentra exclusivamente en el 
citosol (Fig. 21-8), al igual que los enzimas biosintéti- 
cos de los nucleótidos, aminoácidos y glucosa. Esta 
localización separa los procesos sintéticos de las reac- 
ciones degradativas, muchas de las cuales tienen lugar 
en la matriz mitocondrial. Existe una separación similar 
entre los cofactores transportadores de electrones para 
el anabolismo (generalmente un proceso reductor) y 
para el catabolismo (generalmente oxidativo). 
Normalmente, el NADPH es el transportador de 
electrones para las reacciones anabólicas, mientras que 
el NAD* actúa en las reacciones catabólicas. En los 
hepatocitos, la razón [(NADPH/Y[NADP*] es muy elevada 


Ai AHON el citosol, lo que confiere un ambiente fuerte- 


reductor para la síntesis reductora de ácidos 
grasos y otras biomoléculas. Debido a que la razón cito- 
sólica [NADHV[NAD*] es mucho menor (alrededor de 
sólo 8 x 10%) el catabolismo oxidativo de la glucosa 
dependiente de NAD* puede transcurrir en el mismo 
compartimiento y al mismo tiempo que la síntesis de 
ácidos grasos. La razón [NADH {NAD*}] dentro de la 
mitocondria es mucho más elevada que en el citosol 


Células vegetales 


Cloroplastos Peroxisomas 
= Producción de NADPH y ATP + Oxidación de los ácidos 
» Alta [INADPH]/[NADP+] grasos (H20») 
» Sintesis de ácidos grasos (producing H203) 
» Catalasa, peroxidasa; 
H-0, =y H20 


puede obtener NADPH para la síntesis reductora (es decir, dónde la 
razón [NADPH]/[NADP”] es atta); esto es el citosol en animales y ieva- 
duras y el cloroplasto en las plantas. En este capítulo se discuten los pro- 
cesos señalados en rojo. 
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debido al flujo de electrones hacia el NAD* procedentes 
de la oxidación de los ácidos grasos, aminoácidos, piru- 
vato y acetil-CoA. Esta elevada razón [NADHY[NAD*] 
mitocondrial favorece la reducción del oxígeno vía 
cadena respiratoria. 

En los hepatocitos y adipocitos el NADPH citosólico 
está generado principalmente por la vía de las pentosas 
fosfato (véase la Fig. 14-22) y por el enzima málico 
(Fig. 21-9a). El enzima málico ligado al NADP que 
opera en la ruta de asimilación de carbono de las plantas 
C, (véase la Fig. 20-50) no está funcionalmente relacio- 
nado. El piruvato producido en la reacción mostrada en 
la Fig. 21-9a vuelve a entrar en la mitocondria. En bepa- 
tocitos y en la glándula mamaria de animales en período 
de lactancia el NADPH requerido para la biosíntesis de 
ácidos grasos es suministrado principalmente por la 
ruta de las pentosas fosfato (Fig. 21-9b). 

En las células fotosintéticas de las plantas, la sínte- 
sis de ácidos grasos no tiene lugar en el citosol, sino en 
el estroma de los cloroplastos (Fig. 21-8). Esta localiza- 
ción tiene sentido ya que el NADPH es producido en los 
cloroplastos por las reacciones luminosas de la fotosín- 
tesis: 


luz 


a 


H20 + NADP* ————> 40O, + NADPH + H* 


El acetato sale de la mitocondria en forma de citrato 


En los eucariotas no fotosintéticos casi todo el ace- 
til-CoA utilizado en la síntesis de ácidos gras forma 
en la mitocondria a partir de la oxidación del pi 
el catabolismo de los esqueletos carbonados 
noácidos. El acetil-CoA que se produce en la oxidación 
de los ácidos grasos no representa una fuente significa- 
tiva de acetil-CoA para la biosíntesis de ácidos grasos en 
los animales ya que las dos rutas están reguladas recí- 
procamente tal como se describe más adelante. 

Debido a que la membrana mitocondrial interna es 
impermeable al acetil-CoA, una lanzadera indirecta 
transfiere equivalentes de grupo acetilo a través de la 
membrana interna (Fig. 21-10). El acetil-CoA intrami- 
tocondrial reacciona primero con el oxolacetato para 
formar citrato en la reacción del ciclo del ácido cítrico 
catalizada por la citrato sintasa (véase la Fig. 16-9). 


000"  NADp* ARD) + coo- 


CHOH Ca 
+ 
CH enzima málico CH, kz 
Matato Piruvato 
(a) 
NADP* NADP+ 
r | E 
Glucosa Ribulosa 
6-fostato ruta de las pentosas fosfato 5-fosfato 


(b) 


FIGURA 21-9 Producción de NADPH. Dos rutas para obtener NADPH 
catalizadas por (a) enzima málico y (b) ruta de las pentosas fostato. 


El citrato pasa entonces al citosol a través de la mem- 
brana mitocondrial interna mediante el transportador 
de citrato. En el citosol, la rotura del citrato por la 
citrato liasa regenera acetil-CoA y oxalacetato en una 
reacción dependiente de ATP. El oxalacetato no puede 
volver a la matriz mitocondrial directamente ya que no 
hay ningún transportador de oxalacetato. En su lugar la 
malato deshidrogenasa citosólica reduce el oxalacetato 
a malato, que puede volver a la matriz mitocondrial a 
través del transportador malato-a-cetoglutarato en 
mtercambio con citrato. En la matriz el malato se reoxi- 
da a oxalacetato para completar el intercambio. No 
obstante, la mayor parte del malato producido en el 
citosol se utiliza para generar NADPH citosólico 
mediante la actividad del enzima málico (Fig. 21-9a). El 
piruvato producido se transporta a la mitocondria por 
el transportador de piruvato (Fig. 21-10) y se vuelve a 
convertir en oxalacetato por la piruvato carboxilasa de 
la matriz. En el ciclo resultante se consumen dos molé- 
culas de ATP (por la citrato liasa y la piruvato carboxi- 
lasa) por cada molécula de acetil-CoA suministrado 
para la síntesis de ácidos grasos. Después de la rotura 
del citrato que genera acetil-CoA, la conversión de los 
cuatro carbonos restantes en piruvato y CO, por el 
enzima málico genera alrededor de la mitad del NADPH 
necesario para la síntesis de ácidos grasos. El resto de 
NADPH necesario lo proporciona la ruta de las pento- 
sas fosfato. 


biosíntesis de ácidos grasos está muy regulada 


de jula u organismo tiene más combustible 
requerido para sus necesidades energé- 


e 


SiP le 
ticas, el exceso se convierte generalmente en ácidos 
grasos que se almacenan en forma de lípidos tales como 
los triacilgliceroles. La reacción catalizada por la ace- 
til-CoA carboxilasa es el paso limitante de velocidad en 
la biosíntesis de los ácidos grasos, y este enzima es un 
importante sitio de regulación. En los vertebrados el 
palmitil-CoA, principal producto de la síntesis de ácidos 
grasos, actúa como retroinhibidor del enzima, mientras 
que el citrato es un activador alostérico que aumenta la 
V ax (Fig. 21-11a). El citrato juega un papel central en 
la desviación del metabolismo celular desde el consumo 
(oxidación) del combustible metabólico hasta su alma- 
cenamiento en forma de ácidos grasos. Cuando hay un 
aumento en las concentraciones mitocondriales de ace- 
til CoA y ATP, el citrato se transporta fuera de la mito- 
condría; allí se convierte entonces tanto en un precur- 
sor de acetil-CoA citosólico, como en una señal alostéri- 
ca para la activación de la acetil-CoA carboxilasa. Al 
mismo tiempo, el citrato inhibe la actividad de la fosfo- 
fructoquinasa-1 (véase la Fig. 15-16), y así se reduce el 
flujo de carbono a través de la glucólisis. 

La acetil-CoA carboxilasa está también regulada 
por modificación covalente. La fosforilación, desencade- 
nada por las hormonas glucagón y adrenalina, inactiva 
el enzima con lo que reduce su sensibilidad a la activa- 
ción por citrato lo que hace que la síntesis de ácidos 
grasos sea más lenta. En su forma activa (desfosforila- 
da), la acetil-CoA carboxilasa se polimeriza dando lugar 
a filamentos largos (Fig. 21-11ib); la fosforilación va 
acompañada de la disociación en subunidades monomé- 
ricas con pérdida de actividad. 
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de citrato r 
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FIGURA 21-10 Lanzadera para la transferencia de grupos acetilo desde la mitocondria hasta el citosol. La membrana externa mitocondrial es per- 
meable a todos estos compuestos. El piruvato procedente del catabolismo de los aminoácidos en la matriz mitocondrial, o de la glucosa por la glucólisis 
en el citosol, se convierte en acetil-CoA en la matriz. Los grupos acetilo salen de la mitocondria en forma de citrato; en el citoso! se liberan en forma de 
acetil-CoA para la síntesis de ácidos grasos. El oxalacetato se reduce a malato que puede volver a la matriz mitocondrial y se convierte en oxalacetato. Fl 
destino principal del malato citosólico es la oxidación por el enzima málico para generar NADPH citosólico; el piruvato producido vuelve a la matriz mito- 
condrial. 7 


FIGURA 21-11 Regulación de la síntesis de ácidos grasos. (a) En 
las células de los vertebrados, tanto la regulación alostérica como la 
modificación covalente dependiente de hormonas, influyen en el 
flujo de precursores hasta malonil-CoA. En las plantas, la ace- 
til-CoA carboxilasa se activa por los cambios en [Mg] y pH que 
7 acompañan la iluminación (no se muestran aquí). (b) Filamentos de 

Ey acetil-CoA carboxilasa de hepatocitos de gallina (en la forma activa, 
( destosforilada) tal como se ven por microscopia electrónica. 
[Fuente: Cortesia de James M. Ntambi, Ph.D. Professor of Biochem- 
nistry, Steenbock Professor of Nutritional Sciences, University of 
Wisconsin-Madison]. 
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La acetil-CoA carboxilasa de plantas y bacterias no 
está regulada por el citrato o por un cicio de fosforila- 
ción-desfosforilación. En su lugar el enzima vegetal es 
activado por un incremento del pH y la (Mg*'] en el 
estroma, procesos ambos que se producen cuando se 
ilumina la planta (véase la Fig. 20-44). Las bacterias no 
utilizan triacilgliceroles como almacenamiento de 
energía. El papel principal de la síntesis de ácidos gra- 
sos en E. coli es proporcionar precursores para los 
lípidos de membrana, la regulación de este proceso es 
compleja, y en é intervienen nucleótidos de guanina 
(tales como el ppGpp) que coordinan el crecimiento 
celular con la formación de membranas (véase la Fig. 
8-42). 

Además de la regulación de la actividad enzimática 
de manera continua, estas rutas metabólicas están regu- 
ladas a nivel de la expresión génica. Por ejemplo, cuan- 
do los animales ingieren un exceso de ciertos ácidos 
grasos poliinsaturados, se suprime la expresión de 
genes que codifican un amplio grupo de enzimas lipogé- 
nicos en el hígado. En esta regulación génica interviene 
una familia de proteínas receptoras nucleares llamadas 
PPAR que se describen con mayor detalle en el Capítulo 
23 (véase la Fig. 23-43). 

Si la síntesis y la P-oxidación de los ácidos grasos 
tuviesen lugar simultáneamente los dos procesos cons- 
tituirían un ciclo inútil, con despilfarro de energía. Ya 
observamos anteriormente (véase la Fig. 17-13) que el 
malonil-CoA bloquea la -oxidación al inhibir la camiti- 
na aciltransferasa I. Así, durante la síntesis de ácidos 
grasos la producción del primer intermediarió-el malo- 
nil-CoA, detiene la 3 oxidación al nivel del 
transporte en la membrana mitocondrial interna. Este 
mecanismo de control ilustra otra ventaja para la célula 
de la separación de rutas sintéticas y degradativas en 
diferentes compartimientos celulares. 


Los ácidos grasos de cadena larga se sintetizan a partir 
del palmitato 


El palmitato, producto principal del sistema de la ácido 
graso sintasa en las células animales, es el precursor de 
otros ácidos grasos de cadena larga (Fig. 21-12). 
Puede ser alargado para formar estearato (18:0) o inclu- 
so ácidos grasos saturados más largos mediante adicio- 
nes sucesivas de grupos acetilo, por acción de los siste- 
mas de alargamiento de ácidos grasos presentes en 
el retículo endoplasmático liso y en la mitocondria. El 
sistema de alargamiento más activo en el RE alarga la 
cadena de 16 carbonos del palmitil-CoA con dos carbo- 
nos, dando lugar al estearil-CoA. Aunque se utilizan 
diferentes sistemas enzimáticos, y el coenzima A es el 
transportador de acilos en la reacción, no la ACP, el 
mecanismo de alargamiento en el RE es, por lo demás, 
idéntico al de la síntesis del palmitato: donación de dos 
carbonos por el malonil-CoA, seguida de reducción, 
deshidratación y reducción para dar el producto satura- 
do de 18 carbonos, estearil-CoA. 

Dos productos clave de las rutas de alargamiento 
son el linoleato, un ácido graso omega-6 (véase el Capí- 
tulo 10 para la nomenclatura alternativa) y el a-linole- 
nato, un ácido graso omega-3. Estos son precursores de 
dos grandes familias de derivados de ácidos grasos 
insaturados, las familias omega-6 y omega-3. Los huma- 
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FIGURA 21-12 Rutas de síntesis de ácidos grasos insaturados y sus 
derivados. El palmitato es el precursor del estearato y otros ácidos gra- 
sos saturados de cadena más larga, así como de los ácidos grasos 
monoinsaturados palmitoleato y oleato. Los mamiferos no pueden con- 
vertir el oleato en linoleato o a-linolenato (sombreados en rosa), por lo 
que son requeridos en la dieta como ácidos grasos esenciales. Se esque- 
matiza la conversión del linoleato en otros ácidos grasos poljinsaturados 
e icosanoides. Los ácidos grasos insaturados se simbolizan indicando el 
número de carbonos y el número y posición de los dobies enlaces, según 
ia Tabla 10-1. El linoleato y e! a-linolenato son importantes ácidos grasos 
omega-6 y omega-3, respectivamente; también son precursores de una 
amplia gama de ácidos grasos insaturados que actúan como moléculas 
señalizadoras. Las abreviaturas de dos letras especifican las prostaglan- 
dinas icosanoides (PG), tromboxanos (TX) y leucotrienos (LT). Clases 
concretas de ácidos grasos insaturados están delineadas por el número 
de dobles enlaces, que definen las subclases referidas como series. Por 
ejemplo, la serie 2 TX, son tromboxanos con dos dobles enlaces en la 
cadena hidrocarbonada. 


nos no pueden sintetizar linoleato ni a-linolenato por lo 
que deben obtenerlos de la dieta. Si la proporción de 
ácidos grasos omega-6 a omega-3 en la dieta es dema- 
siado elevada, puede conducir a enfermedades cardio- 
vasculares. La importancia de esta proporción puede 
reflejar la multitud de moléculas señalizadoras en las 
familias omega-6 y omega-3 (Fig. 21-12) con sus igual- 
mente complejos efectos fisiológicos. Más adelante se 
consideran algunos de estos derivados de ácidos grasos 
insaturados. 
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FIGURA 21-13 Transferencia de electrones en la desaturación de áci- 
dos grasos en los vertebrados. Las flechas azules muestran la ruta de 
los electrones cuando dos sustratos, un acil graso-CoA y NADPH, son 


La desaturación de los ácidos grasos necesita una oxidasa 
de función mixta 


El palmitato y el estearato son los precursores de los 
dos ácidos grasos monoinsaturados más abundantes en 
los tejidos animales: el palmitoleato, 16:1(D9), y el olea- 
to, 18:1(D9). Estos ácidos grasos tienen un único doble 
enlace cis entre C-9 y C-10 (véase la Tabla 10-1). El 
doble enlace es introducido en la cadena del ácido graso 
mediante una reacción oxidativa catalizada por la acil 
graso-CoA desaturasa (Fig. 21-13), una oxidasa de 
función mixta (Recuadro 21-1).Dos sustratos diferen- 
tes, el ácido graso y el NADPH, experimentan simultá- 
neamente oxidaciones de dos electrones. La ruta del 
flujo electrónico incluye un citocromo 
una flavoproteína (citocromo b, reduc Se 
que la acil graso-CoA desaturasa, están : 
RE liso. En las plantas, el oleato (18:1(A”) se de 
gracias a una estearil-ACP desaturasa (SCD) que 
utiliza ferredoxina reducida como dador de electrones 
en el estroma del cloroplasto. 

La SCD de animales (según se ha estudiado en 
el ratón) tiene un papel importante en el desa- 
rrollo de la obesidad y en la resistencia a la insulina que 
acompaña a menudo la obesidad y precede al desarrollo 
de diabetes mellitus tipo 2. Los ratones tienen cuatro 
isozimas, de SCD1 a SCDA, de los que SCD1 es el mejor 
conocido. Su síntesis es inducida por los ácidos grasos 
saturados de la dieta, así como por la acción de SREBP 
y LXR, dos reguladores proteicos del metabolismo lipí- 
dico que activan la transcripción de enzimas de la sínte- 
sis de lípidos (descritos en la Sección 21.4) Los ratones 
con formas mutantes de SCD1 son resistentes a la obe- 
sidad inducida por la dieta y no desarrollan diabetes en 
condiciones que producen tanto obesidad como diabe- 
tes en ratones con SCD1 normal. $ 

Los hepatocitos de mamífero pueden introducir 
fácilmente dobles enlaces en la posición D* de los ácidos 
grasos, pero no pueden introducir dobles enlaces adi- 
cionales entre el C-10 y el extremo metilo terminal. Así, 
tal como se señalado anteriormente, los mamíferos no 
pueden sintetizar linoleato, 18:2 (D*12), precursor de la 
familia omega-6, ni a-linolenato, 18:3 (D*215) precur- 
sor de la familia omega-3, aunque ambos pueden ser 
sintetizados por las plantas. Las desaturasas que intro- 
ducen dobles enlaces en las posiciones D”? y D están 
localizadas en el RE y los cloroplastos. Los enzimas del 
RE no actúan sobre los ácidos grasos libres sino sobre 
un fosfolípido, la fosfatidilcolina, que contiene al menos 
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2 Cyt bs Cit bs reductasa NADPH 
(Fe2*) X (FAD) $ 

+ H?* 
2 Cyt bs Cit bs reductasa NADP* 


(Fe?+) (FADH) 


oxidados por el oxígeno molecular. Estas reacciones se dan en la cara de 
la luz del RE tiso. En las plantas tiene lugar una ruta similar, pero con 
transportadores de electrones diferentes. 


un oleato unido al glicerol (Fig. 21-14). Tanto las plan- 
tas como las bacterias deben sintetizar ácidos grasos 
poliinsaturados para asegurar la fluidez de la membrana 
a bajas temperaturas. 

Debido a que son precursores necesarios para la 
síntesis de otros productos, el linoleato y el a-linolenato 
son ácidos grasos esenciales para los mamíferos; 
deben ser obtenidos a partir de materiales vegetales en 
la dieta. Una vez ingerido el linoleato puede convertirse 
en otros ácidos grasos poliinsaturados, especialmente 
”y-linolenato, icosatrienoato y araquidonato (icosate- 
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FIGURA 21-14 Acción de las desaturasas vegetales. Las desaturasas 
vegetales oxidan el oleato unido a la fosfatidilcolina, produciendo ácidos 
grasos poliinsaturados. Algunos de los productos se liberan de la fosfati- 
dilcolina por hidrólisis. 


816 


Biosíntesis de lípidos 


RECUADRO 21-1 


MEDICINA  Oxidasas de función mixta, enzimas citocromo P-450 


y sobredosis de fármacos 


En este capítulo nos encontramos con varios enzimas 
que llevan a cabo reacciones de oxidación-reducción 
en las que interviene el oxígeno molecular. Una de 
estas reacciones es la de la estearil-CoA desaturasa 
(SCD) que introduce un doble enlace en una cadena 
acilo graso (véase la Fig. 21-13). 

La nomenclatura de los enzimas que catalizan 
reacciones de este tipo general es, a menudo, confu- 
sa para los estudiantes, al igual que el mecanismo de 
las reacciones. Oxidasa es el nombre general de los 
enzimas que catalizan oxidaciones en las que el oxí- 
geno molecular es el aceptor de electrones aunque 
los átomos de oxígeno no aparezcan en el producto 
oxidado, El enzima que genera un doble enlace en el 
acil graso-CoA durante la oxidación de los ácidos 
grasos en los peroxisomas (véase la Fig. 17-14) es 
una oxidasa de este tipo; un segundo ejemplo es la 
citocromo oxidasa de la cadena respiratoria mitocon- 
drial (véase la Fig. 19-13). En el primer caso, la 
transferencia de dos electrones al H,O produce 
peróxido de hidrógeno, H,O,; en el segundo, dos 
electrones reducen 40, a H,O. Una gran parte de las 
oxidasas, aunque no todas, son flavoproteínas. Las 
oxidasas de función mixta oxidan dos sustratos 
diferentes de forma simultánea; una vez más, los 
átomos del oxígeno molecular no apare en los 
productos oxidados. Las oxidasas de fun mi Ata 
actúan en la desaturación de los ácidos grasos (acil 
graso-CoA desaturasa; véase la Fig. 21-13) y en el 
último paso de la síntesis de plasmalógenos (véase la 
Fig. 21-30). 

Las oxigenasas catalizan reacciones oxidativas 
en las que átomos de oxígeno se incorporan directa- 
mente a la molécula de producto formando, por 
ejemplo, un nuevo grupo hidroxilo o carboxilo. Las 
dioxigenasas catalizan reacciones en las que los dos 
átomos de oxígeno del O, se incorporan en la molé- 
cula orgánica de producto. Un ejemplo de dioxigena- 
sa es la triptófano 2,3-dioxigenasa que cataliza la 
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apertura del anillo pentaatómico del triptófano en el 
catabolismo de este aminoácido. Cuando la reacción 
tiene lugar en presencia de '*O,, los átomos de oxíge- 
no isotópicos se encuentran en los dos grupos carbo- 
nilo del producto (en rojo): 

Las monooxigenasas, que son más abundantes 
y complejas en su acción, catalizan reacciones en las 
que sólo uno de los dos átomos de oxígeno del O, se 
incorpora al producto orgánico, siendo el otro redu- 
cido a H,O; un ejemplo es la escualeno monooxigena- 
sa (véase la Fig. 21-37). Las monooxigenasas requie- 
ren dos sustratos que actúan como reductores de los 
dos átomos de oxígeno del O,. El sustrato principal 
acepta uno de los dos átomos de oxígeno de oxígeno 
mientras que un cosustrato aporta átomos de hidró- 
geno para reducir el otro átomo de oxígeno a H,O. La 
ecuación general de las monooxigenasas es 


AH + BH; + O—0 —> A—OH + B + H20 


en donde AH es el sustrato principal y BH, el cosus- 
trato. Debido a que la mayoría de monooxigenasas 
catalizan reacciones en las que se hidroxila el sustra- 
to principal, también se denominan hidroxilasas. A 
veces también se las denomina oxidasas de fun- 


xclón mixta u oxigenasas de función mixta, para 


dan simultáneamente dos sustratos 


Las monooxigenasas se dividen en diferentes 
clases según la naturaleza del cosustrato. Algunas 
utilizan nucleótidos de flavina reducidos (FMNH, o 
FADH,), otros usan NADH o NADPH y otras utilizan 
a-cetoglutarato como cosustrato. El enzima que 
hidroxila el anillo fenilo de la fenilalanina para dar 
tirosina es una monooxigenasa que utiliza tetrahidro- 
biopterina como cosustrato (véase la Fig. 18-23). 
(Éste es el enzima defectuoso en la enfermedad 
genética humana fenilcetonuria). 

Las reacciones de monooxigenación más nume- 
rosas y complejas son las que emplean un tipo de 
proteína hemo denominada citocromo P-450. Al 
igual que la citocromo oxidasa mitocondrial, los enzi- 
mas que contienen un dominio citocromo P-450 
pueden reaccionar con O, y unir monóxido de carbo- 
no, pero se diferencian de la citocromo oxidasa en 
que el complejo con el monóxido de carbono de su 
forma reducida absorbe la luz intensamente a 450 
nm; de ahí el nombre P-450. 

Los enzimas citocromo P-450 catalizan reaccio- 
nes de hidroxilación en las que un sustrato orgánico 
RH se hidroxila a R-OH, incorporando un átomo de 
oxígeno del O,; el otro átomo de oxígeno se reduce a 
H,O por acción de equivalentes de reducción aporta- 
dos por el NADH o el NADPH pero que normalmente 
pasan al citocromo P-450 mediante una protema 
ferro-sulfurada. La Figura 1 muestra un esquema sim- 
plificado de la acción del citocromo P-450, en la que 
hay pasos intermedios no totalmente caracterizados. 


Oxidado Reducido RH 
citocromo P-450 citocromo 02 
reductasa P-450 
(Fe-S) 
H20 


NADP+ Reducido Oxidado ROH 


FIGURA 1 


Una gran familia de proteínas que contienen 
P-450 consta de dos tipos generales: las que son muy 
específicas de un solo sustrato (como los enzimas 
típicos) y las que tienen sitios de unión más promis- 
cuos ya que aceptan diferentes sustratos, general- 
mente todos de tipo hidrofóbico. En la corteza supra- 
rrenal, por ejemplo, un citocromo P-450 específico 
participa en la hidroxilación de esteroides para pro- 
ducir hormonas adrenocorticales (véase la Fig. 
21-49). Existen docenas de enzimas P-450 que 
actúan sobre sustratos específicos en las rutas bio- 
sintéticas de las hormonas esteroideas y de icosanoi- 
des (Fig. 2). Enzimas citocromo P-450 con una espe- 
cificidad más amplia son importantes en la bidroxila- 


ción de muchos tipos diferentes de fármacos, 

como los barbituratos y otros cs 

cias extrañas al organismo), especi 6 
carcin 


hidrofóbicos y relativamente insolubles. El 

geno ambiental benzo[a]pireno (que se encuentra en 
el humo del tabaco) es hidroxilado por el citocromo 
P-450 durante su destoxificación. La hidroxilación de 
los xenobióticos, a veces combinada con la unión de 
un compuesto polar tal como el ácido glucurónico al 
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grupo hidroxilo, los hace más hidrosolubles lo que 
permite su excreción en la orina. La hidroxilación (y 
la glucuronidación) inactiva la mayoría de fármacos, 
y la velocidad a la que esto ocurre puede determinar 
el tiempo en el que una dosis dada de medicamento 
permanece en la sangre a niveles terapéuticos. 

Los humanos difieren en sus niveles de enzimas 
metabolizadores de medicamentos, tanto por su 
genética como porque una exposición anterior a los 
sustratos puede inducir la síntesis de enzimas P-450 
en mayores cantidades en un individuo dado. Tanto 
el etanol como los barbituratos comparten un enzima 
P-450. La bebida en exceso induce, a largo plazo, la 
síntesis de ese enzima P-450. Dado que el barbiturato 
se inactiva y elimina más rápidamente, se requieren 
mayores dosis del medicamento para conseguir el 
mismo efecto terapéutico. Si un individuo toma esta 
dosis de barbiturato superior a la habitual y, a conti- 
nuación, también bebe alcohol, la competición entre 
el alcohol y el barbiturato por la cantidad limitada de 
enzima significa que tanto el alcohol como el barbitu- 
rato se eliminan más lentamente. Los elevados nive- 
les resultantes de estos dos deprimidores del sistema 
nervioso central pueden ser letales. Aparecen com- 
plicaciones similares cuando un individuo toma dos 
fármacos que son inactivados por el mismo enzima 

a fármaco aumenta la dosis efectiva del 
otro cer más lenta su inactivación. Es, por tanto, 
esencial que el médico y el farmacéutico conozcan 
todo lo que se ha prescrito al paciente así como los 
medicamentos de mostrador (sin receta) y suple- 
mentos (y también si bebe en exceso, fuma o está 
expuesto a toxinas ambientales). 
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FIGURA 2 Rutas de biosíntesis de esteroides en las que se muestran los pasos que reguieren 


enzimas citocromo P-450. 
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traenoato), que pueden producirse todos ellos a partir 
del linoleato (Fig. 21-12). De modo semejante, el a-lino- 
lenato se convierte en dos derivados importantes, ácido 
icosapentaenoico (EPA) y ácido docosahexaenoi- 
co (DHA). Araquidonato, 20:4 (D5811), EPA, 
20:5(APBM,:1410) y DHA, 22:6(A4710131619 son precurso- 
res esenciales de distintas clases de icosanoides (Fig. 
21-12), lípidos con funciones reguladoras importantes. 
Los ácidos grasos de 20 y 22 carbonos se sintetizan a 
partir del linoleato y del a-linolenato mediante reaccio- 
nes de alargamiento de ácidos grasos análogas a las 
descritas en la página 820. 


Los icosanoides se forman a partir de ácidos grasos 
poliinsaturados de 20 y 22 carbonos 


Los icosanoides son una familia de moléculas de señali- 
zación biológica muy potentes que actúan como mensa- 
jeros de corto alcance y que afectan a tejidos cercanos 
a las células que los producen. 

En respuesta a estímulos hormonales o de otro tipo 
la fosfolipasa A,, presente en la mayor parte de células 
de mamífero, ataca los fosfolípidos de membrana libe- 
rando araquidonato del carbono central del glicerol. A 
continuación, enzimas del RE liso convierten el araqui- 
donato en prostaglandinas, empezando con la forma- 
ción de prostaglandina H, (PGH,), que es el precursor 
inmediato de otras muchas prostaglandinas y de los 
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FIGURA 21-15 Ruta “cíclica” desde el araquidonato hasta las prosta- 
glandinas y tromboxanos. (a) Después de la liberación del araquidonato 
de los fosfolípidos por acción de la fosfolipasa A,. las actividades 
ciclooxigenasa y peroxidasa de la COX (también denominada prosta- 
glandina H, sintasa) catalizan la producción de PGH,, el precursor de 


Cor Nation 


tromboxanos (Fig. 21-15a). Las dos reacciones que 
dan lugar a PGH, están catalizadas por un enzima bifun- 
cional, la ciclooxigenasa (COX), también denomina- 
da prostaglandina H, sintasa. En el primero de estos 
dos pasos, la actividad ciclooxigenasa introduce oxígeno 
molecular para convertir el araquidonato en PGG,. El 
segundo paso, catalizado por la actividad peroxidasa de 
la COX, convierte PGG, en PGH,. 


>> Convención clave: Las prostaglandinas con diferentes 
grupos funcionales en el anillo reciben diferentes desig- 
naciones por medio de letras: A, B, C, D, E, F,G, H y R. 
El subíndice numeral que sigue a la letra, como en PGH, 
y PGG, indica el número de dobles enlaces. Las prosta- 
glandinas con dos dobles enlaces, todas ellas derivadas 
del araquidonato, se conocen como prostaglandinas de 
la serie 2; las que tienen tres dobles enlaces, proceden- 
tes del EPA, son la serie 3 (Fig. 21-12). Se utilizan 
patrones de nomenclatura similares para otras clases de 
icosanoides descritas más adelante. << 


Las prostaglandinas de la serie 2 tienen papeles 
importantes en la respuesta inmediata al estrés o lesio- 
nes, incluida la inflamación, dolor, hinchazón y dilata- 
ción de los vasos sanguíneos. Las prostaglandinas de la 
serie 3, en general, actúan más lentamente y normal- 
mente de forma moderada a respuestas asociadas con 
prostaglandinas de la serie 2. 
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otras prostaglandinas y tromboxanos, (b) La aspirina inhibe la primera 
reacción acetilando un residuo Ser esencial en el enzima. El ibuprofeno y 
el naproxeno inhiben el mismo paso, probablemente imitando la estruc- 
tura del sustrato a de un intermedio de la reacción. 


Los mamíferos tienen dos isozimas de la prostaglan- 
dina H, sintasa, la COX-1 y la COX-2. Las dos tienen 
funciones diferentes pero las secuencias de aminoáci- 
dos son muy parecidas (60% a 65% de identidad de 
secuencia) y los mecanismos de reacción en sus sitios 
catalíticos son similares. La COX-1 es responsable de la 
síntesis de las prostaglandinas que regulan la secreción 
de mucina gástrica y la COX-2 de las prostaglandinas 
que intervienen en la inflamación, dolor y fiebre. 

Se puede aliviar el dolor inhibiendo la COX-2. El 

primer medicamento que fue comercializado a 
gran escala para este fin fue la aspirina (acetilsalicilato; 
Fig. 21-15b). El nombre aspirina (de a de acetil y spir 
de Spirsatre, palabra alemana utilizada para los salici- 
latos de la planta Spiraea uimaria) apareció en 1899 
año de introducción de este fármaco por la compañía 
Bayer. La aspirina inactiva irreversiblemente la activi- 
dad ciclooxigenasa de los dos isozimas COX al acetilar 
un residuo Ser y bloquear el sitio activo de cada enzima, 
lo que inhibe, por tanto, la síntesis de prostaglandinas y 
tromboxanos. El ibuprofeno, fármaco antiinflamatorio 
no esteroideo (NSAID, “non-esteroidal antiinfiam- 
matory drugs”; Fig. 21-15b) muy utilizado, inhibe el 
mismo par de enzimas. No obstante, la inhibición de 
COX-1 puede tener efectos secundarios indeseables 
entre los que se incluyen irritación del estómago y otras 
consecuencias más graves. En la década de 1990 se 
desarrollaron compuestos NSAID con una mayor espe- 
cificidad hacia COX-2 como terapias avanzadas contra 
el dolor agudo. Se aprobaron tres medicamentos de este 
tipo para uso a escala global: rofecoxib a 
coxib (Bextra) y celecoxib (Celebrex). AUN 
cipio se consideraron un gran éxito, Vioxx y Bex 
retiraron del mercado ya que informes de campo y 
estudios clínicos establecieron conexiones entre los 
fármacos y un aumento en el riesgo de infarto de mio- 
cardio e ictus. Celebrex continúa en el mercado pero se 
utiliza con mayores precauciones. Las razones concre- 
tas de los problemas con estos fármacos aún no están 
claras. Sin embargo, investigaciones continúan revelan- 
do tanto la existencia de nuevos icosanoides como nue- 
vos modos de acción. Los problemas con los inhibidores 
avanzados de la COX-2 sirven de nota de precaución. 
Cada vez somos más conscientes de la complejidad de 
la red de estas interacciones señalizadoras por lo que la 
predicción de las de apuntar a componentes específicos 
con agentes farmacológicos continúa siendo un proceso 
imperfecto. 
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La tromboxano sintasa, presente en las plaquetas 
sanguíneas (trombocitos) convierte la PGH, en trom- 
boxano A,, del que derivan otros tromboxanos de la 
serie 2 (Fig. 21-15a). Los tromboxanos de la serie 2 
inducen la constricción de los vasos sanguíneos y la 
agregación plaquetaria, etapas miciales de la coagula- 
ción de la sangre. Dosis bajas de aspirina, tomadas regu- 
larmente, reducen la probabilidad de ataques de cora- 
zón e ictus al reducir la producción de tromboxanos. M 

Los tromboxanos, al igual que las prostaglandinas, 
contienen un anillo de cinco o seis átomos; la ruta que 
conduce desde el araquidonato hasta estas dos clases 
de compuestos es a veces denominada ruta “cíclica”, 
para distinguirla de la ruta “lineal” que, a partir del ara- 
quidonato, da lugar a los leucotrienos, que son com- 
puestos lineales (Fig. 21-16). La síntesis de leucotrie- 
nos comienza con la acción de varias lipoxigenasas que 
catalizan la incorporación de oxígeno molecular en el 
araquidonato. Estos enzimas, que se encuentran en los 
leucocitos y en el corazón, cerebro, pulmón y bazo, son 
oxidasas de función mixta que utilizan el citocromo 
P-450 (Recuadro 21-1). Los distintos leucotrienos difie- 
ren en la posición del grupo peróxido introducido por 
las lipoxigenasas. Esta ruta lineal desde el araquidona- 
to, a diferencia de la ruta cíclica, no es inhibida por la 
aspirina ni por los otros NSAID 

Los organismos patógenos así como los agentes 
irritantes tales como la contaminación del aire o 
el humo del tabaco, desencadenan una respuesta infla- 
matoria en el tejido afectado que consta de dos fases: 
inicio y resolución. Los icosanoides de la familia omega- 


S% rA os para el inicio, jugando papeles clave en el 
E reciu 


ento de leucocitos, haciendo que los vasos 
sanguíneos sean más permeables y estimulando la qui- 
miotaxis y migración de las células del sistema inmune. 
Cuando la fuente de la lesión al tejido está ya bajo con- 
trol, se ha de resolver la inflamación y el retorno del 
tejido a su estado normal. La resolución de la inflama- 
ción es promovida por varias clases de moléculas seña- 
lizadoras; prominentes entre ellas se encuentran varios 
leucotrienos y prostaglandinas. Muchos icosanoides de 
la famila omega-3 (incluidas las prostaglandinas y trom- 
boxanos de la serie tres) son antiinflamatorios, si bien la 
clasificación no es absoluta; determinados icosanoides 
pueden ser inflamatorios en un tejido y antiinflamato- 
rios en otro. La fase de resolución también utiliza un 
conjunto de icosanoides descubiertos recientemente 
denominados mediadores pro-resolutorios especia- 
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FIGURA 21-16 Ruta “lineal” desde el araquidonato a los leucotrienos. 
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lizados (SPM). La primera familia de SPM descubierta 
fueron las lipoxinas, seguida más recientemente por las 
resolvinas, protectinas y maresinas. Todos los SPM pro- 
vienen de ácidos grasos esenciales (Fig. 21-12). Afectan 
diferentes células y tejidos diana de maneras diversas. 
La suma de sus acciones es promover la eliminación de 
residuos, microbios y células muertas con el fin de res- 
taurar la integridad de los vasos sanguíneos y regenerar 
el tejido. Los SPM también reducen el dolor y la fiebre 
y son, por tanto, de gran interés como dianas farmaco- 
lógicas. B 

Las plantas también producen importantes molécu- 
las de señalización a partir de los ácidos grasos. Al igual 
que en los animales, un paso clave en el inicio de la 
señalización implica la activación de una fosfolipasa 
específica. En las plantas el sustrato ácido graso utiliza- 
do es el a-linolenato. Una lipoxigenasa cataliza a conti- 
nuación el primer paso de una ruta que convierte el 
linolenato en jasmonato una sustancia de la que se sabe 
que tiene funciones de señalización en la defensa contra 
insectos, la resistencia contra patógenos fúngicos y en 
la maduración del polen. El jasmonato también afecta a 
la germinación de las semillas, al crecimiento de la raíz 
y al desarrollo de frutos y semillas. 


RESUMEN 21.1 Biosíntesis de ácidos grasos e icosanoides 


© Los ácidos grasos saturados de cadena larga se sin- 
tetizan a partir del acetil-CoA por un sistema citosólico 
de seis actividades enzimáticas más una proteína trans- 
portadora de acilos (ACP). Hay dos tipos de árido 
sintasa. FAS I, se encuentra en vertebrados 

está formada por polipéptidos multifuncionales. La FAS 
ll es un sistema disociado que se encuentra en bacterias 
y plantas. Ambas contienen dos tipos de grupos —SH 
(uno proporcionado por la fosfopanteteína de la ACP y 
el otro por un residuo Cys del enzima P-cetoacil-ACP 
sintasa) que funcionan como transportadores de los 
intermediarios acilo graso. 

Mi Ei malonil-ACP, formado a partir del acetil-CoA 
(exportado de la mitocondria) y CO,, se condensa con 
un acetilo ligado al —SH de la Cys para dar lugar a ace- 
toacetil-ACP con liberación de CO,. A ello le sigue la 
reducción al derivado p-9-hidroxi, su deshidratación al 
trans-D*-acil-ACP insaturado y reducción a butiril-ACP. 
En los dos pasos de reducción el NADPH es el dador de 
electrones. La síntesis de ácidos grasos está regulada al 
nivel de la formación del malonil-CoA. 

E Seis moléculas más de malonil-ACP reaccionan 
sucesivamente en el extremo carboxilo de la cadena de 
ácido graso en crecimiento hasta formar palmitil-ACP, 
producto final de la reacción de la ácido graso sintasa. 
El palmitato libre se separa por hidrólisis. 

E El palmitato se puede alargar para dar el estearato 
de 18 carbonos. El paimitato y el estearato pueden, a su 
vez, ser desaturados dando palmitoleato y oleato, res- 
pectivamente, por acción de oxidasas de función mixta. 
E Los mamíferos no pueden sintetizar linoleato que 
deben obtener de fuentes vegetales para convertirlo en 
araquidonato, compuesto que da lugar a la familia de los 
icosanoides (prostaglandinas, tromboxanos, leucotrie- 
nos y mediadores pro-resolutorios especializados) con 
una función señalizadora muy potente. La síntesis de 
prostaglandinas y tromboxanos es inhibida por los 


NSAID que actúan sobre la actividad ciclooxigenasa de 
la protaglandina H, sintasa. 
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La mayor parte de ácidos grasos sintetizados o ingeridos 
por un organismo tienen uno de estos dos destinos: 
incorporación en triacilgliceroles para el almacenamien- 
to de energía metabólica o incorporación en los fosfolí- 
pidos componentes de las membranas. El reparto entre 
estos destinos alternativos depende de las necesidades 
momentáneas del organismo. Durante el crecimiento 
rápido la síntesis de nuevas membranas requiere la sín- 
tesis de fosfolípidos de membrana, los organismos que 
tienen un aporte abundante de alimento pero no se 
hallan en fase de crecimiento activo desvían la mayor 
parte de sus ácidos grasos hacia grasas de almacena- 
miento. Ambas rutas comienzan en el mismo punto: la 
formación de ésteres acilo graso del glicerol. En esta 
sección examinaremos la ruta hacia los triacilgliceroles 
y su regulación así como la producción de glicerol 3-fos- 
fato en el proceso de la gliceroneogénesis. 


Los triacilgliceroles y glicerofosfolípidos se sintetizan 
a partir de los mismos precursores 


Los animales pueden sintetizar y almacenar grandes 
cantidades de triacilgliceroles para usarlos posterior- 
mente como combustible (véase el Recuadro 17-1). En 
los humanos sólo se pueden almacenar unos pocos hec- 
os de glucógeno en el hígado y en el músculo, 
icientes para suministrar las necesida- 
es de energía corporal durante 12 horas. En cambio, la 
cantidad total de triacilglicerol almacenado en un hom- 
bre medio de 70 kg es de unos 15 kg, suficiente para 
cubrir sus necesidades energéticas basales durante 12 
semanas (véase la Tabla 23-6). Los triacilgliceroles tie- 
nen el contenido energético más alto de todos los 
nutrientes almacenados (más de 38 kJ/g). Cuando la 
cantidad de glúcidos ingeridos excede la capacidad de 
almacenamiento de glucógeno por el organismo, el 
exceso se convierte en triacilgliceroles que se almace- 
nan en el tejido adiposo. Las plantas también producen 
triacilgliceroles como combustible rico en energía que 
se almacena principalmente en frutos y semillas. 

En los tejidos animales, los triacilgliceroles y los 
glicerofosfolípidos tales como la fosfatidiletanolamina 
comparten dos precursores (acil graso-CoA y L-glicerol 
3-fosfato) y varios pasos biosmtéticos. La casi totalidad 
del glicerol 3-fosfato procede del intermediario glucolí- 
tico dihidroxiacetona fosfato (DHAP) generada por 
acción de la glicerol 3-fosfato deshidrogenasa cito- 
sólica ligada al NAD; en el hígado y el riñón también se 
forma una pequeña cantidad de glicerol 3-fosfato a 
partir del glicerol por acción de la glicerol quinasa 
(Fig. 21-17). Los otros precursores de los triacilglice- 
roles son los acil graso-CoA formados a partir de ácidos 
grasos por acil-CoA sintetasas, los mismos enzimas 
responsables de la activación de los ácidos grasos para 
la 8 oxidación (véase la Fig. 17-5). 

El primer paso en la biosíntesis de triacilgliceroles 
es la acilación de los dos grupos hidroxilo libres del 
L-glicerol 3-fosfato por dos moléculas de acil graso-CoA 
para dar diacilglicerol 3-fosfato, más frecuentemente 
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FIGURA 21-17 Biosíntesis del ácido fosfatídico. 5e activa un grupo 
acilo graso mediante formación del acil graso-CoA, que se transfiere a 
continuación a un enlace éster con el 1-glicerol 3-fosfato, formado por 
cualquiera de las dos vías mostradas. El ácido fosfatídico se muestra 
aquí con la estereoquímica correcta en el C-2 de la molécula de glicerol, 
(El producto intermedio con un solo grupo acilo graso esterificado es el 
ácido lisofosfatidico). Para conservar espacio en las figuras posteriores 
(también en la Fig. 21-14), los dos grupos acilo graso de los glicerofasto- 
lípidos y los tres grupos acilo de los triacilgliceroles se muestran proyec- 
tándose a la derecha. 


llamado ácido fosfatídico o fosfatidato (Fig. 21-17). El 
ácido fosfatídico se encuentra solamente en cantidades 
minúsculas en las células, pero es un intermediario cru- 
cial en la biosíntesis de lípidos; puede convertirse tanto 
en triacilglicerol como en glicerofosfolípido. En la ruta 
de los triacilgliceroles el ácido fosfatídico se hidroliza 
por la ácido fosfatídico fosfatasa (también llamada 
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FIGURA 21-18 El ácido fosfatídico en la biosíntesis de lípidos. Ei 


ATONE es el precursor de los triacilgliceroles y de los glicero- 
stoli s Los mecanismos de unión del grupo de cabeza en la sintesis 


de fosfolípidos se describen más adelante en esta sección, 


lipina) y forma un 1,2-diacilglicerol (Fig. 21-18). Los 
diacilgliceroles se convierten seguidamente en triacilgli- 
ceroles por transesterificación con un tercer acil gra- 
so-CoA. 


La biosíntesis de triacilgliceroles en los animales está 
regulada por hormonas 


En los humanos la cantidad de grasa corporal se mantie- 
ne relativamente constante durante largos períodos 
aunque puede haber cambios a corto plazo poco impor- 
tantes en función de la fluctuación de la ingestión caló- 
rica. Un exceso de consumo de glúcidos, grasas O pro- 
teínas por encima de las necesidades energéticas se 
almacena en forma de triacilgliceroles que pueden ser 
utilizados para obtener energía permitiéndole al cuerpo 
soportar períodos de ayuno. 

La biosíntesis y degradación de triacilgliceroles 

están reguladas de manera que la ruta favorecida 
depende de los recursos metabólicos y de las necesida- 
des del momento. La velocidad de biosíntesis de triacil- 
glicerol se altera profundamente por la acción de varias 
hormonas. La insulina, por ejemplo, promueve la con- 
versión de glúcidos en triacilgliceroles (Fig. 21-19). 
Las personas con diabetes mellitus severa, debido a la 
falta de secreción o de acción de la insulina, no sólo no 
pueden utilizar adecuadamente la glucosa sino que tam- 
poco pueden sintetizar ácidos grasos a partir de glúci- 
dos o aminoácidos. Si no se trata la diabetes estos indi- 


822  Biosíntesis de lípidos 


E (acetoacetato, 
a diabetes o 8-hidroxibutirato, 
acetona) 


FIGURA 21-19 Regulación de la síntesis de triacilgliceroles por la 
insulina. La insulina estimula la conversión de los glúcidos y proteínas 
de la dieta en grasa. Los individuos con diabetes mellitus carecen de 
insulina o son insensibles a ella; esto provoca una síntesis de ácidos gra- 
sos disminuida, y el acetil-CoA procedente del catabolismo de glúcidos 
y proteínas se desvía hacia la producción de cuerpos cetónicos. Los indi- 
viduos con cetosis severa huelen a acetona, por lo que este estado se 
confunde a veces con embriaguez i 


viduos presentan un aumento de oxidación de las grasas 
y de la formación de cuerpos cetónicos (Capítulo 17) y 
en consecuencia pierden peso. Y 


FIGURA 21-20 Ciclo del triacilglicerol. En ios mamiferos, las molécu- 
ías de triacilglicero! se degradan y resintetizan durante la inanición en un 
cicio del triacilglicerol. Algunos de los ácidos grasos liberados por lipóli- 
sis del triacilglicerol en el tejido adiposo pasan a la sangre mientras que 
el resto se utilizan para la resíntesis de triacilgliceroles. Parte de los áci- 
dos grasos liberados a la sangre se utilizan para producir energía (en el 
músculo, por ejemplo) mientras que otros son captados por el hígado y 
utilizados en la sintesis de triacilgliceroles. Los triacilgliceroles sintetiza- 
dos en el hígado se transportan por la sangre nuevamente al tejido adi- 
poso en donde los ácidos grasos son liberados por acción de la lipopro- 
teína lipasa extracelular, captados por los adipocitos y reesterificados en 
forma de triacilglicerol 


del tejido adiposo es estimulada por las hormonas glu- 
cagón y adrenalina (véanse las Figs 17-3, 17-13). Simul- 


(EN eamente, estas señales hormonales disminuyen la 
AF BAE . i cólisis y aumentan la velocidad de głu- 
Un factor adicional en el equilibrio entre EIR Al hidi (pronordienando dhoon 


y degradación de triacilgliceroles es que aproximada- 
mente el 75% de todos los ácidos grasos liberados por 
lipólisis se reesterifican para formar triacilgliceroles y 
no para ser utilizados como combustible. Esta propor- 
ción se mantiene incluso en condiciones de inanición 
en las que el metabolismo energético se desvía de la 
utilización de glúcidos a la oxidación de ácidos grasos. 
Parte de este reciclado de ácidos grasos tiene lugar en 
el tejido adiposo y en él la reesterificación tiene lugar 
antes de la liberación al torrente circulatorio; una parte 
tiene lugar a través de un ciclo sistémico en el que los 
ácidos grasos libres se transportan al hígado, se reci- 
clan a triacilglicerol, se exportan de nuevo a la sangre 
(el transporte de lípidos en la sangre se discute en la 
Sección 21,4), y son captados de nuevo por el tejido 
adiposo después de su liberación del triacilglicerol por 
la lipoproteína lipasa extracelular (Fig. 21-20; véase 
también la Fig. 17-1). El Aujo a través de este cielo del 
triacilglicerol entre tejido adiposo e hígado puede ser 
muy bajo cuando hay otros combustibles disponibles y 
la liberación de ácidos grasos del tejido adiposo es limi- 
tada si bien, tal como se mencionó anteriormente, la 
proporción de ácidos grasos liberados que son reesteri- 
ficados permanece aproximadamente constante alre- 
dedor del 75% en todas las condiciones metabólicas, El 
nivel de ácidos grasos libres en la sangre revela, por 
consiguiente, tanto la velocidad de liberación de ácidos 
grasos como el equilibrio entre la síntesis y la degrada- 
ción de triacilgliceroles en el tejido adiposo y en el 
hígado. 

Cuando se requiere la movilización de ácidos grasos 
para afrontar las necesidades energéticas, la liberación 


para el cerebro, tal como se discute más ampliamente 
en el Capítulo 23). Los ácidos grasos liberados son cap- 
tados por diversos tejidos, entre ellos el músculo, donde 
se oxidan para proporcionar energía. Buena parte de los 
ácidos grasos captados por el hígado no se oxidan sino 
que se reciclan a triacilglicerol y retornan al tejido adi- 
poso. 

La función del ciclo del glicerol, aparentemiente 
inútil (los ciclos de sustrato inútiles se discuten en el 
Capítulo 15), no está clara. Sin embargo, a medida que 
conocemos más detalles sobre cómo se mantiene, y se 
regula de forma coordinada, el ciclo mediante el meta- 
bolismo en dos órganos separados, aparecen algunas 
posibilidades. Por ejemplo, el exceso de capacidad en el 
ciclo del triacilglicerol (el ácido graso que finalmente se 
reconvierte en triacilglicerol en lugar de ser oxidado 
como combustible) podría representar una reserva 
energética en el torrente circulatorio durante el ayuno, 
reserva que sería movilizada más rápidamente en una 
emergencia de “huir o luchar” que la que estaría alma- 
cenada en forma de triacilglicerol. 

El reciclado constante de triacilgliceroles en el teji- 
do adiposo incluso durante la inanición plantea una 
segunda cuestión: ¿cuál es la fuente del glicerol 3-fosfa- 
to necesario para este proceso? Tal como se dijo antes, 
la glucólisis está suprimida en estas condiciones por 
acción del glucagón y la adrenalina, por lo que hay poca 
DHAP disponible, y el glicerol liberado durante la lipóli- 
sis no se puede convertir directamente en glicerol 3-fos- 
fato en el tejido adiposo, ya que esta células carecen de 
glicerol quinasa (Fig. 21-17). Por tanto, ¿cómo se pro- 


duce glicerol 3-fosfato en cantidad suficiente? La res- 
puesta se encuentra en una ruta descubierta hace más 
de tres décadas y a la que se ha concedido poca aten- 
ción hasta hace poco, una ruta unida íntimamente al 
ciclo del triacilglicerol y, en un sentido más amplio, al 
equilibrio entre metabolismo de los ácidos grasos y 
metabolismo glucídico. 


El tejido adiposo genera glicerol 3-fosfato mediante 
gliceroneogénesis 


La gliceroneogénesis es una versión acortada de la 
gluconeogénesis, desde el piruvato a DHAP (véase la 
Fig. 14-17), seguida de la conversión de la DHAP en 
glicerol 3-fosfato por la glicerol 3-fosfato deshidrogena- 
sa citosólica ligada a NAD (Fig. 21-21). A continuación 
se utiliza el glicerol 3-fosfato en la síntesis de triacilgli- 
ceroles. La gliceroneogénesis se descubrió en la década 
de 1960 por Lea Reshef, Richard Hanson y John Ballard 
y, simultáneamente, por Eleazar Shafrir y colaborado- 
res, intrigados por la presencia de dos enzimas gluco- 
neogénicos, la piruvato carboxilasa y la fosfoenolpiruva- 
to (PEP) carboxiquinasa, en el tejido adiposo, tejido en 
el que no se sintetiza glucosa. Después de un largo 
período de ostracismo, se ha renovado el interés en esta 
vía gracias a la demostración de una conexión entre la 
gliceroneogénesis y la diabetes tipo , tal como veremos. 

La gliceroneogénesis juega muchos papeles. En el 
tejido adiposo, la gliceroneogénesis acoplada a la rees- 
terificación de ácidos grasos libres, controla la velocidad 
de liberación de ácidos grasos a la s . En el 
adiposo marrón, la misma ruta puedeito ja 
cidad a la que se transfieren ácidos brés 
mitocondria para su uso en la termogénesis. Finalmen- 
te, en los individuos humanos en ayunas la gliceroneo- 
génesis sólo en el hígado sostiene la síntesis de suficien- 
te glicerol 3-fosfato para poder justificar hasta el 65% 
de los ácidos grasos reesterificados a triacilglicerol. 

El flujo a través del ciclo del triacilglicerol entre el 
hígado y el tejido adiposo está controlado en gran parte 
por la actividad de la PEP carboxiquinasa, que limita la 
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FIGURA 21-21 Gliceroneogénesis. 
La ruta es esencialmente una versión 
abreviada de la gluconeogénesis, 

o desde el piruvato a dihidroxiacetona 
Glicerol 3-fostato fosfato (DHAP), seguida de conver- 
sión de la DHAP en glicerol 3-fos- 
tato, que se utiliza para la síntesis de 
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velocidad tanto de la gluconeogénesis como la de la 
gliceroneogénesis. Hormonas glucocoticoides tales 
como el cortisol (un esteroide biológico derivado del 
colesterol; véase la Fig. 21-48) y la dexametasona (un 
glucocorticoide sintético) regulan recíprocamente los 
niveles de PEP carboxiquinasa en el hígado y en el teji- 
do adiposo. Actuando a través del receptor de glucocor- 
ticoides, estas hormonas esteroideas aumentan la 
expresión del gen que codifica la PEP carboxiquinasa 
en el hígado, aumentando así la gluconeogénesis y la 
gliceroneogénesis (Fig. 21-22). 
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La estimulación de la gliceroneogénesis conduce a 
un aumento en la síntesis de moléculas de triacilglicerol 
en el hígado y su liberación a la sangre. Al mismo tiem- 
po, los glucocorticoides suprimen la expresión del gen 
que codifica la PEP carboxiquinasa en el tejido adiposo. 
Esto da lugar a una disminución de la gliceroneogénesis 
en el tejido adiposo; el resultado es que disminuye el 
reciclado de ácidos grasos liberándose más ácidos gra- 
sos a la sangre. Así, la regulación de la gliceroneogéne- 
sis en el hígado y en el tejido adiposo, afecta al metabo- 


ATO dico de formas opuestas: una velocidad menor 
de glice 


roneogénesis en el tejido adiposo conduce a una 
mayor liberación de ácidos grasos (en lugar de reciclar- 
los), mientras que una velocidad mayor en el hígado 
lleva a una síntesis y exportación incrementadas de 
triacilgliceroles. El resultado neto es un aumento del 
flujo a través del ciclo del triacilglicerol. Cuando los 
glucocorticoides ya no están presentes, el flujo a través 
del ciclo disminuye a medida que aumenta la expresión 
de la PEP carboxíquinasa en el tejido adiposo y dismi- 
nuye en el hígado. 


Las tiazolidinodionas tratan la diabetes de tipo 2 
incrementando la gliceroneogénesis 


La atención que se ha prestado recientemente a la 

gliceroneogénesis, tal como se ha dicho, se debe, 
en parte, a la conexión entre esta ruta y la diabetes. Nive- 
les elevados de ácidos grasos libres en la sangre interfie- 
ren con la utilización de la glucosa en el músculo y pro- 
mueven la resistencia a la insulina que desemboca en la 
diabetes tipo 2. Se ha demostrado que una nueva clase de 
medicamentos denominados tiazolidinodionas reduce 
los niveles de ácidos grasos que circulan en la sangre al 
tiempo que aumentan la sensibilidad a la insulina. Las 
tiazolidinodionas promueven la inducción de PEP car- 
boxiquinasa en el tejido adiposo (Fig. 21-22), lo que lleva 
a un incremento en la síntesis de los precursores de la 
gliceroneogénesis. El efecto terapéutico de la tiazotidino- 
dionas se debe pues, al menos en parte, al aumento de la 
gliceroneogénesis que, a su vez, aumenta la resíntesis de 
triacilglicerol en el tejido adiposo y reduce la liberación 
de ácidos grasos libres del tejido adiposo a la sangre. 
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FIGURA 21-22 Regulación de la gliceroneogénesis. (a) Las hormonas 
glucocorticoides estimulan la gliceroneogénesis y la gluconeogénesis en 
el hígado, mientras que suprimen la gliceroneogénesis en el tejido adi- 
poso (por regulación recíproca de los genes que expresan la PEP car- 
boxiquinasa (PEPCK) en los dos tejidos); esto aumenta el flujo a través 
del ciclo del triacilglicero!. El glicerol liberado por la degradación del tria- 
cilglicerol en el tejido adiposo pasa a la sangre y se transporta al hígado 
en donde se convierte mayoritariamente en glucosa, aunque una parte 
se convierte en glicerol 3-fosfato por la glicerol quinasa. (b) Actual- 
mente se utiliza un tipo de fármacos denominados tiazotidinadionas para 
tratar la diabetes de tipo 2. En esta enfermedad, niveles elevados de áci- 
dos grasos en la sangre interfieren con la utilización de la glucosa en el 
músculo y promueven la resistencia a la insulina. Las tiazolidinadionas 
activan un receptor nuclear denominado receptor y de los peroxisomas 
activado por proliferadores (PPARy), que induce la actividad de la PEP 
carboxiquinasa. Terapéuticamente, las tiazolidinadionas aumentan la 
velocidad de la gliceroneogénesis con lo que aumentan la resíntesis de 
triaciigliceroles en el tejido adiposo y reducen la cantidad de ácidos gra- 
sos libres en la sangre. 


RESUMEN 21.2 Biosíntesis de triacilgliceroles 


M Los triacilgliceroles se forman por la reacción de 
dos moléculas de acil graso-CoA con glicerol 3-fosfato 
que dan lugar a ácido fosfatídico; este producto se des- 
fosforila dando un diacilglicerol y a continuación se acila 


con una tercera molécula de acil graso-CoA que forma 
un triacilglicerol. 

© La síntesis y degradación de triacilglicerol están 
reguladas por hormonas. 

E La movilización y el reciclado de las moléculas de 
triacilglicerol dan lugar a un ciclo del triacilglicerol. Los 
triacilgliceroles se resintetizan a partir de ácidos grasos 
libres y glicerol 3-fosfato incluso durante la inanición. 
La dihidoxiacetona fosfato, precursor del glicerol 3-fos- 
fato procede del piruvato vía gliceroneogénesis. 


21.3 Biosíntesis de fosfolípidos 
de membrana 


En el capítulo 10 introdujimos dos clases importantes 
de fosfolípidos de membrana: los glicerofosfolípidos y 
los esfingolípidos. Se pueden formar muchas especies 
de fosfolípidos diferentes al combinar diversos ácidos 
grasos y grupos de cabeza polares con los armazones 
del glicerol o la esfingosina (véase las Figs. 10-8, 10-12). 
Todas las rutas biosintéticas siguen unos pocos patro- 
nes básicos. En general, la formación de fosfolípidos a 
partir de precursores sencillos requiere: (1) la síntesis 
del de la molécula armazón (glicerol o esfingosina); (2) 
unión del ácido(s) graso(s) al armazón en enlace éster 
o amida; (3) la adición de un grupo de cabeza hidrofílico 
unido al armazón mediante un enlace fosfodiéster; y, en 
algunos casos (4) alteración o intercambio del grupo de 
cabeza para obtener el fosfolípido final. 
An sn células eucarióticas la síntesis de fosfolípidos 
+ ilncipalmente en la superficie del RE liso y 
mitocondrial interna. Algunos fosfolípi- 


dos recién sintetizados permanecen en el sitio de sínte- 


sis, pero la mayoría son destinados a otras localizacio- 
nes celulares. El proceso mediante el cual los fosfolípi- 
dos insolubles en agua se desplazan desde el sitio de su 
síntesis hasta el punto donde finalmente realizarán su 
función no se conoce con exactitud, aunque discutire- 
mos algunos mecanismos que han aparecido en los 
últimos años. 


Las células tienen dos estrategias para unir los grupos 
de cabeza de los fosfolípidos 


Los primeros pasos en la síntesis de los glicerofosfolípi- 
dos están compartidos con la ruta de los triacilgliceroles 
(Fig. 21-17): dos grupos acilo graso se esterifican con 
C-1 y C-2 del L-glicerol 3-fosfato para dar ácido fosfatí- 
dico. Frecuentemente, pero no de modo invariable, el 
ácido graso en la posición C-1 es saturado mientras que 
el de C-2 es insaturado. Una segunda ruta hacia el ácido 
fosfatídico es la fosforilación de un diacilglicerol por una 
quinasa específica. 

El grupo polar de cabeza de los glicerofosfolípidos 
está unido mediante un enlace fosfodiéster, en el que 
cada uno de los dos hidroxilos alcohóhcos (uno en el 
grupo polar de cabeza y el otro en el C-3 del glicerol) 
forman un éster con el ácido fosfórico (Fig. 21-23). En 
el proceso de biosíntesis uno de los hidroxilos es activa- 
do primero por la unión de un nucleótido, la citidina 
difosfato. Seguidamente, se desplaza la citidina mono- 
fosfato mediante un ataque nucleofílico por el otro 
hidroxilo (Fig. 21-24). El CDP se puede unir bien al 


diacilglicerol, formando el ácido fosfatídico activado 
CDP-diacilglicerol (estrategia 1), o bien al hidroxilo 
del grupo de cabeza (estrategia 2). Las células eucarió- 
ticas emplean ambas estrategias, mientras que las bac- 
terias sólo utilizan la primera. La importancia central de 
los nucleótidos de citidina en la biosíntesis de lípidos 
fue descubierta por Eugene P. Kennedy a principio de la 
década de 1960 por lo que esta ruta se conoce habitual- 
mente como ruta de Kennedy. 


La síntesis de fosfolípidos en £. coli utiliza 
CDP-diacitglicerol 


La primera estrategia para la unión de grupos de cabeza 
se ilustra mediante la síntesis de fosfatidilserina, fosfa- 
tidiletanolamina y fosfatidilgli- 
cerol en E. coli. El diacilglicerol 
se activa por condensación del 
ácido fosfatídico con CTP y 
forma CDP-diacilglicerol con 
eliminación de pirofosfato 
(Fig. 21-25). El desplazamien- 
to de CMP mediante el ataque 
nucleofílico del grupo hidroxilo 
de la serina o del hidroxilo C-1 
del glicerol 3-fosfato da lugar a 
la fosfatidilserina o al fosfati- 
dilglicerol 3-fosfato, respectiva- 
mente. Este último es aún 
modificado mediante rotura del 
monoéster fosfato (con liberación de y se fo 
fosfatidilglicerol. Co 1 
Tanto la fosfatidilserina como e j 

pueden actuar como precursores de otros lípidos de 
membrana en bacterias (Fig. 21-25). La descarboxila- 
ción de la porción serina de la fosfatidilserina por la 
fosfatidilserina descarboxilasa produce fosfatidileta- 


Eugene P. Kennedy, 1919-2011 
[Fuente: Cortesía de EPK 
Family] 
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FIGURA 21-24 Dos estrategias generales para formar el enlace fos- 
fodiéster de los fosfolípidos. En los dos casos el CDP suministra el 
grupo fosfato del enlace fosfodiéster. 
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FIGURA 21-23 Unión del grupo de cabeza. El grupo de cabeza del 
fosfolipido se une al diaciiglicerol mediante un enlace fosfodiéster (som- 
breado en rojo claro), formado cuando el ácido fosfórico se condensa 
con dos alcoholes, eliminando dos moléculas de H,O. 


nolamina. En E. coli la condensación de dos moléculas 
de fosfatidilglicero!l, con la eliminación de una de glice- 
rol, forma cardiolipina, en la que se unen dos diacilgli- 
ceroles a través de un grupo de cabeza común. 


ATI riotas sintetizan fosfolípidos aniónicos a partir 


del CDP-diacilglicerol 


En los eucariotas el fosfatidilglicerol, la cardiolipina y 
los fosfatidilinositoles (todos ellos fosfolípidos anióni- 
cos; véase la Fig. 10-8) se sintetizan con la misma estra- 
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FIGURA 21-25 Origen de los grupos de cabeza polares de los fosfolípidos en £. coli. inicialmente se une un grupo polar (serina o gficerol 3-fosfato) a 
través de un intermediario CDP-diacilglicerol (estrategia 1 en la Fig. 21-24). En otros fosfolípidos diferentes de la fostatidilserina el grupo de cabeza se 
modifica posteriormente, tal como se muestra aquí. En los nombres de los enzimas PG representa fosfatidilglicerol y PS, fosfatidilserina. 
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FIGURA 21-26 Sintesis de cardiolipina y fosfatidilinositol en eucario- 
tas. Estos glicerofostolípidos se sintetizan mediante la estrategia 1 de la 
Figura 21-24, El fosfatidiiglicerol se sintetiza de la misma manera que en 
bacterias (véase la Fig. 21-25). Pl representa el fostatidilinositol. 
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tegia utilizada para la síntesis de Cop batte- 
rias. El fosfatidilglicerol se forma exactamente igual que 
en las bacterias. La síntesis de cardiolipina en eucario- 
tas difiere ligeramente: el fosfatidilglicerol se condensa 
con CDP-diacilglicerol (Fig. 21-26), en lugar de con 
otra molécula de fosfatidilglicerol como en Æ. coli (Fig. 
21-25). 

El fosfatidilinositol se sintetiza por condensación 
del CDP-diacilglicerol con el inositol (Fig. 21-26). Fos- 
fatidilinositol quinasas específicas convierten a con- 
tinuación el fosfatidilinositol en sus derivados fosforila- 
dos. El fosfatidilinositol y sus productos fosforilados de 
la membrana plasmática juegan un papel central en la 
transducción de señal en eucariotas, (véanse las Figs. 
12-10, 12-11, 12-20). 


Las rutas eucarióticas hasta la fosfatidilserina, 
fosfatidiletanolamina y fosfatidilcolina están 
interrelacionadas 


La levadura, al igual que las bacterias, puede producir 
fosfatidilserina por condensación del CDP-diacilglicerol 
con serina, y puede sintetizar fosfatidiletanolamina a 
partir de fosfatidilserina en la reacción catalizada por la 
fosfatidilserina descarboxilasa (Fig. 21-27). La fosfati- 
diletanolamina se puede convertir en fosfatidilcolina 
(lecitina) por la adición de tres grupos metilo a su grupo 
amino. La S-adenosilmetionina es el dador de grupo 
metilo (véase la Fig. 18-18) en las tres reacciones de 
metilación. Las rutas que conducen a la fosfatidilcolina 
y a la fosfatidiletanolamina en levadura se resumen en 
la Figura 21-28. Estas rutas constituyen las fuentes 
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ATION 


principales de fosfatidiletanolamina y fosfatidilcolina en 
todas las células eucarióticas, 

En los mamíferos la fosfatidilserina no se sintetiza a 
partir del CDP-diacilglicerol sino que proviene de la 
fosfatidiletanolamina o de la fosfatidilcolina mediante 
una, de entre dos posibles, reacciones de intercambio 
del grupo de cabeza que tienen lugar en el retículo 
endoplasmático (Fig. 21-29a). La síntesis de la fosfati- 
diletanolamina y la fosfatidilcolina en los mamíferos 
tiene lugar según la estrategia 2 de la Figura 21-24: 
fosforilación y activación del grupo de cabeza seguido 
por condensación con diacilglicerol. Por ejemplo, la 
colina se reutiliza (“recupera”) al ser fosforilada para 
luego convertirse en CDP-colina por condensación con 
CTP. Un diacilglicerol desplaza CMP de la CDP-colina 
produciendo fosfatidilcolina (Fig. 21-29b). Una ruta de 
recuperación análoga convierte la etanolamina obtenida 
de la dieta en fosfatidiletanolamina. En el hígado la fos- 
fatidilcolina se produce también por metilación de la 
fosfatidiletanolamina (con S-adenosilmetionina, como 
se ha descrito anteriormente), pero en el resto de teji- 
dos la fosfatidilcolina se produce sólo por condensación 
del diacilglicerol con CDP-colina. 


La síntesis de plasmalógeno requiere la formación de un 
alcohol graso unido por enlace éter 

En la ruta biosintética que conduce a lípidos con fun- 
ción éter, entre ellos los plasmalógenos y el factor 
activador plaquetario (véase la Fig. 10-9), interviene 
el desplazamiento de un grupo acilo graso esterificado 
con un alcohol de cadena larga para formar el enlace 
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FIGURA 21-28 Resumen de tas rutas de sintesis de los principales fosfolipidos y triacilglicéridos en 
un eucariota (levadura). El ácido fostatídico se forma por transacilación del :-glicerol 3-fostato con dos 


OS: TO va ennedy se condensa con un grupo de cabeza acti- 

rola y y f itetanolamina o fostatidilcolina. De manera alterna- 

tiva, el ácido fosfatídico se puede activar con una porción CDP, que es desplazada por condensación con 

un grupo alcohoi de cabeza (inositol, glicero! 3-fosfato o serina) formando fosfatidilinositol, fosfatidilglice- 

rol o fosfatidilserina. La descarboxilación de la fosfatidilserina da fosfatidiletanolamina y la metilación de 

la fosfatidiletano'arnina produce fosfatidilcolina. No se muestran aquí las reacciones de intercambio de 

grupo de cabeza (véase la Fig. 21-293) que interconvierte fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina y fosfati- 

dilcolina en mamíferos. El ácido lisofostatídico es el ácido fosfatídico af que le faltan uno o dos grupos 
acilo. [Fuente: Información de G. M. Carman y G,-S. Han, Annu. Rev. Biochem. 80:859, 201, Fig. 2] 
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FIGURA 21-27 Ruta principal desde la 
fosfatidilserina a la fosfatidiletanolamina 
y fosfatídilcolina en todos los eucariotas. 
AdoMet es S-adenosilmetionina; adoHcy 
representa S-adenosilhomocisteína 


ganina; (3) desaturación de la porción de esfinganina 
para formar N-acilesfingosina (ceramida); y (4) unión 
de un grupo de cabeza para producir un esfingolípido tal 
como un cerebrósido o esfingomielina (Fig. 21-31). 
Los primeros pasos de esta ruta tienen lugar en el retí- 


éter (Fig. 21-30). A continuación tiene lugar la unión 
del grupo de cabeza por mecanismos esencialmente 
iguales a los utilizados en la formación de los fosfolípi- 
dos comunes unidos por enlace éster. Finalmente, el 
doble enlace característico de los plasmalógenos (som- 
breado en azul en la Fig. 21-30) es introducido por la 
acción de una oxidasa de función mixta similar a la 
responsable de la desaturación de los ácidos grasos 
(Fig. 21-13). El peroxisoma es el sitio principal de la 
síntesis de plasmalógenos. 


Las síntesis de esfingolípidos y glicerofosfolípidos 
comparten precursores y algunos mecanismos 

La biosíntesis de esfingolípidos tiene lugar en cuatro 
fases: (1) síntesis de la amina de 18 carbonos esfinga- 
nina a partir del palmitil-CoA y serina; (2) unión de un 
ácido graso en enlace amida para formar N-acilesfin- 


culo endoplasmático, mientras que la unión de los gru- 
pos de cabeza en el paso 4 tiene lugar en el complejo de 
Golgi. La ruta comparte algunas características con las 
rutas que conducen a los glicerofosfolípidos: el NADPH 
proporciona el poder reductor y los ácidos grasos 
entran en forma de sus derivados de CoA activados. En 
la formación de cerebrósidos los azúcares entran en su 
forma activada de derivados de nucleótidos. La unión 
del grupo de cabeza en la síntesis de esfingolípidos tiene 
varios aspectos novedosos. La fosfatidilcolina, en lugar 
de la CDP-colina, es el dador de fosfocolina en la sínte- 
sis de esfingomielina, 

En los glucolípidos, cerebrósidos y gangliósidos 
(véase la Fig. 10-12), el grupo de cabeza es un azúcar 
unido directamente al hidroxilo C-1 de la esfingosina 
mediante un enlace glucosídico, en lugar de un enlace 
fosfodiéster; el dador del azúcar es un UDP-azúcar 
(UDP-glucosa o UDP-galactosa). 


AP i 
H,C—O—C—R' H¿C—O—C—R' 

O O 

| li 
HC—O—C—R? HC—O—C—R? 


O 


21.3 Biosíntesis de fosfolípidos de membrana 829 


O HOC CHÀCH) Coina 


? | 
| ll ii ADP 
| | | 3 o 


O” o” 


Fosfatidiletanoiamina 


po, 
Q 


ll 
HC—O—C—R? 
O 


| 

H Pon, 
O” 
Fosfatidilserina 


FIGURA 21-29 Ruta de la síntesis de fostatidilserina y fosfatidilco- 
lina en mamiferos. (a) La tosfoatidilserina se sintetiza mediante reaccio- 
nes de intercambio del grupo de cabeza dependientes de Ca” cataliza- 
das por la fosfatidilserina sintasa t (PSS1) o la fosfatidilserina sintasa 2 
(PSS2). La PSS1 puede utilizar indistintamente fosfatidiletanoiamina a 
fosfatidiicolina como sustrato. (b) Se utiliza la misma estralegia gau 
mostrada para la sintesis de la fostatidilcolina (e gia 2 
21-24) en la recuperación de la etanolamina en | 
tanolamina, 


Los lípidos polares están destinados a membranas 
celulares específicas 


Después de su síntesis en el RE liso los lípidos polares, 
entre ellos los glicerofosfolípidos, esfingolípidos y gluco- 
lípidos, se insertan en membranas celulares específicas 
en proporciones específicas mediante mecanismos 
todavía no bien conocidos. Los lípidos de membrana son 
insolubles en agua, por lo que no pueden difundir sim- 
plemente desde su sitio de síntesis (el RE) hasta su 
lugar de inserción. En lugar de ello, se transportan 
desde el RE al complejo de Golgi en donde también 
puede tener lugar síntesis adicional. A continuación son 
transferidos en vesículas membranosas que brotan por 
gemación del complejo de Golgi para seguidamente 
trasladarse y fundirse con las membranas diana. Proteí- 
nas de transferencia de esfingolípidos transportan la 
ceramida desde el RE al complejo de Golgi en donde 
tiene lugar la síntesis de esfingomielina. También hay 
proteínas citosólicas que unen fosfolípidos y esteroles 
transportándolos de una membrana celular a otra. Estos 
mecanismos contribuyen a establecer la composición 
lipídica característica de la membrana de cada orgánulo 
(véase la Fig. 11-2). 


RESUMEN 21.3 Biosíntesis de fosfolípidos de membrana 


MM Los diacilgliceroles son los principales precursores 
de los glicerofosfolípidos. 
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E En las bacterias, la fosfatidilserina se forma por con- 
densación de la serina con CDP-diacilglicerol; la descar- 
boxilación de la fosfatidilserina produce fosfatidiletano- 
lamina. El fosfatidilglicerol se forma por condensación 
del CDP-diacilglicerol con glicerol 3-fosfato seguida de la 
eliminación del fosfato en enlace monoéster. 

MM Las levaduras utilizan rutas similares a las de las 
bacterias en la síntesis de fosfatidilserina, fosfatidileta- 
nolamina y fosfatidilglicerol; la fosfatidilcolina se forma 
por metilación de la fosfatidiletanolamina. 

E Las células de mamíferos tienen algunas rutas a las 
de las bacterias, pero las de la síntesis de fosfatidilcolina 
y fosfatidiletanolamina son algo diferentes. El grupo 
alcohol de cabeza (colina o etanolamina) se activa en 
forma de derivado CDP y, a continuación, se condensa 
con diacilglicerol. La fosfatidilserina sólo proviene de la 
fosfatidiletanolamina. 

E El doble enlace característico de los plasmalógenos 
es introducido por una oxidasa de función mixta. Los 
grupos de cabeza de los esfingolípidos se unen median- 
te mecanismos característicos. 

E Los fosfolípidos se trasladan a sus destinos intrace- 
lulares mediante vesículas de transporte o proteínas 
específicas. 
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FIGURA 21-30 Síntesis de lípidos con enlace éter y plasmalógenos. 
El enlace éter recién formado está sombreado en rosa. El intermediario 
1-alquil-2-acilglicerol 3-fosfato es el análogo éter del ácido fosfatídico. 
Los mecanismos para unir los grupos de cabeza a los lípidos con enlace 
éter son esencialmente los mismos que para sus análogos con enlace 
éster. Ef doble enlace característico de los piasmalógenos (sombreado 
en azul) es introducido en un paso final por una oxidasa de función 
mixta similar a la acil graso-CoÁ desaturasa mostrada en ura 21-13 


21.4 Colesterol, esteroides 
e isoprenoides: Biosíntesis, regulación 
y transporte 


El colesterol es, sin duda, el lípido natural más conocido 
dei gran público. Su notoriedad es debida a la fuerte 
correlación entre los niveles elevados de colesterol en 
sangre y la incidencia de enfermedades cardiovascula- 
res humanas. Menos conocido es el papel crucial del 
colesterol como componente de las membranas celula- 
res y como precursor de hormonas esteroideas y ácidos 
biliares. El colesterol es una molécula esencial en 
muchos animales, incluido el hombre, pero no es nece- 
sario en la dieta de los mamíferos porque todas las 
células pueden sintetizarlo a partir de precursores sen- 
cillos. 

Aunque la estructura de este compuesto de 27 car- 
bonos sugiere una ruta biosintética compleja, todos sus 
átomos de carbono provienen de un único precursor: el 
acetato. Las unidades de isopreno, que son los inter- 
mediarios esenciales en la ruta desde el acetato hasta el 
colesterol, son precursores de otros muchos lípidos 
naturales y los mecanismos mediante los que se polime- 
rizan las unidades de isopreno son similares en todas 
estas rutas. 
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Comenzaremos con una descripción de las princi- 
pales etapas en la biosíntesis del colesterol a partir del 
acetato y, a continuación, discutiremos el transporte 
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FIGURA 21-31 Biosíntesis de esfingolípidos. La condensación del pal- 
mitil-CoA y serina, formando $-cetoesfinganina, seguida por la reduc- 
ción con NADPH da lugar a la esfinganina, que se acila dando N-aciles- 
finganina (una ceramida). En los animales se crea un dobe enlace 
(sombreado en rosa) por una oxidasa de función mixta, antes de la adi- 
ción fina! de un grupo de cabeza: fosfatidilcolina para formar esfingomie- 
lina o glucosa para formar un cerebrósido. 


del colesterol en la sangre, su captación por las células 
y la regulación de la síntesis del colesterol en indivi- 
duos normales y en los que presentan defectos en la 


captación o transporte del mismo. Á continuación con- 
sideraremos otros componentes celulares derivados 
del colesterol tales como los ácidos biliares y las hor- 
monas esteroideas. Finalmente, se presentará un bos- 
quejo de las rutas biosintéticas que conducen a alguno 
de los muchos compuestos derivados de las unidades 
de isopreno, que comparten etapas iniciales de la vía 
del colesterol, con el fin de ilustrar la extraordinaria 
versatilidad de las condensaciones isoprenoides en 
biosíntesis. 


El colesterol se forma a partir del acetil-CoA 
en cuatro fases 


El colesterol, al igual que los ácidos grasos de cadena 
larga, se forma a partir de acetil-CoA, pero el plan de 
formación es totalmente diferente del de los ácidos gra- 
sos de cadena larga. En experimentos iniciales se ali- 
mentaron animales con acetato marcado con '*C en el 
carbono metílico o en el carboxílico. El patrón de mar- 
caje en el colesterol aislado de los dos grupos de anima- 
les (Fig. 21-32) proporcionó la clave para clarificar los 
pasos enzimáticos de la biosíntesis del colesterol. 

La síntesis tiene lugar en cuatro fases tal como se 
muestra en la Figura 21-33: @ tres unidades de ace- 
tato se condensan para formar un intermediario de 
seis átomos de carbono, el mevalonato. @ conversión 
del mevalonato en unidades de isopreno activadas; €) 
polimerización de seis unidades de isopreno de 5 car- 
bonos para dar lugar a la estructura lineal de 30 carbo- 
nos del escualeno; y 6H ciclación del escualeno para 


ATION 


R—-C—NH—C—H 


| À 
CH7-O-—=Glc 
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formar los cuatro anillos del núcleo esteroide además 
de una serie de cambios adicionales (oxidaciones, eli- 
minación o migración de grupos metilo) para producir 
el colesterol. 
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FIGURA 21-32 Origen de los átomos de carbono del colesterol. El 


" origen puede deducirse de experimentos con trazadores utilizando ace- 


tato marcado en el carbono metilico (negro) o en el carbono carboxílico 
(rojo). Los diferentes anillos del sistema anular del colestero! se designan 
de å a D. 
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FIGURA 21-33 Resumen de la biosíntesis del colesterdt- OFA ATION: 


etapas se discuten en ef texto. Las unidades de isopreno en el escualeno 
están separadas por líneas discontinuas rojas. 


Fase @ Síntesis del mevalonato a partir del ace- 
tato La primera fase en la biosíntesis del colesterol 
lleva al intermedio mevalonato (Fig. 21-34). Dos 
moléculas de acetil-CoA se condensan formando ace- 
toacetil-CoA, que, a su vez, se condensa con una tercera 
molécula de acetil-CoA para dar lugar al compuesto de 
seis carbonos 4-hidroxi-S-metilglutaril-CoA (HMG- 
CoA). Estas dos primeras reacciones están catalizadas 
por la acetil-CoA acetil transferasa y la HMG-CoA 
sintasa, respectivamente. La HMG-CoA sintasa citosó- 
lica de esta ruta es diferente al isozima mitocondrial que 
cataliza la síntesis de HMG-CoA en la formación de 
cuerpos cetónicos (véase la Fig. 17-18). 

La tercera reacción es el paso de compromiso, limi- 
tante de velocidad: la reducción del HMG-CoA a meva- 
lonato, para la cual dos moléculas de NADPH ceden dos 
electrones cada una. La HMG-CoA reductasa, una 
proteína integral de membrana del RE liso es, tal como 
veremos, el punto principal de regulación en la ruta del 
colesterol. 


Fase YU Conversión del mevalonato en dos isopre- 
nos activados En la siguiente fase se transfieren tres 
grupos fosfato de tres moléculas de ATP al mevalonato 
(Fig. 21-35). El fosfato unido al grupo hidroxilo en C-3 
del mevalonato del intermedio 3-fosfo-5-pirofosfomeva- 
lonato es un buen grupo saliente; en el paso siguiente 


3CH¿0H Mevalonato 


FIGURA 21-34 Formación del mevalonato a partir de acetil-CoA. El ori- 
gen de C-1 y C-2 del mevalonato a partir del acetil-CoA se muestra en 
rosa. 


salen este fosfato y el grupo carboxilo vecino y se forma 
un doble enlace en el producto de cinco carbonos 
A?-isopentenil pirofosfato. Éste es el primero de los 
dos isoprenos activados cruciales en la formación del 
colesterol. La isomerización del A*-isopentenil pirofos- 
fato da lugar al segundo isopreno activado, el dimetila- 
lil pirofosfato. La síntesis de isopentenil pirofosfato 
en el citoplasma de las células vegetales sigue la misma 
ruta aquí descrita. Sin embargo, los cloroplastos de las 
plantas y muchas bacterias utilizan una ruta indepen- 
diente del mevalonato. Esta ruta alternativa no existe 
en animales, por lo que es un objetivo interesante para 
el desarrollo de nuevos antibióticos. 


Fase © Condensación de seis unidades de isopre- 
no activado para formar escualeno El isopentenil 
pirofosfato y el dimetilalil pirofosfato experimentan una 
condensación cabeza-cola en la que se desplaza un 
grupo pirofosfato y se forma una cadena de 10 carbo- 
nos, el geranil pirofosfato (Fig. 21-36). (La “cabeza” 
es el extremo al que está unido el pirofosfato). El gera- 
nil pirofosfato experimenta otra condensación cabe- 
za-cola con isopentenil pirofosfato dando el intermedia- 
rio de 15 carbonos farnesil pirofosfato. Finalmente, 
dos moléculas de farnesil pirofosfato se unen cabeza 


21.4 Colesterol, esteroides e isoprenoides: Biosíntesis, regulación y transporte 833 


Konrad Bloch, 1912-2000 
[Fuente: AP/Wide World 


Feodor Lynen, 1911-1979 
Fuente: AP/ Wide World 


Photos. ] Photos.] 
CH3 
-OOC —CH:—C—CH7—CH;— OH 
r 2 y 4 5 
OH 
Mevalonato 
mevalonate ATP 
S-+tostotransterasa 
ADP 
y 
a i A E 

OH o” 


5-Fostomevalonato 


tostomenatonmo y— MB 
=C2 Cara 


ad ld A a 
OH o o” 
S5-Pirofostomevalonato 


pirofostomevalonato AP 
descarboxilasa 
ADP 
O 


qe Y 
erica Bici dc do ad Ea 
ar Y 


3-Fosto- 
5-pirofosfornmevalonato 


isopentenil o” o” 
pirofosfato (IPP) [| A7-Isopentenil pirofostato 
Isoprenos i 


IsSomerasa 
activados CH3 o O 
CH —E=CH—0H,—0—P—O—P—0- 
ò o- 


Dimetilalil pirofosfato 


FIGURA 21-35 Conversión del mevalonato en unidades de isopreno 
activo. Seis de estas unidades activadas se combinan para formar el 
escualeno (véase la Fig. 21-36). Los grupos salientes del 3-fosfo-5-piro- 
fosfomevalonato están sombreados en rosa. El intermedio entre corche- 
tes es hipotético 
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con cabeza, con eliminación de los dos grupos pirofosfa- 
to para formar el escualeno. El escualeno tiene 30 
carbonos, 24 en la cadena principal y 6 en forma de 
ramificaciones de grupos metilo. 

Los nombres comunes de estos intermediarios pro- 
ceden de las fuentes de las que fueron aislados original- 
mente. El geraniol, componente del aceite de rosas, 
tiene el aroma de los geranios, y el farnesol proviene de 
las flores de la Acacia farnesiana. Muchos aromas 
naturales de origen vegetal se sintetizan a partir de uni- 
dades de isopreno. El escualeno, aislado por primera 
vez del hígado de tiburón (género Squalus). 


ri ONI © Conversión del escualeno en el núcleo 


esteroideo de cuatro anillos Cuando se representa la 
molécula de escualeno en la forma de la Figura 21-37 
es evidente la relación entre su estructura lineal y la 
estructura cíclica de los esteroles. Todos los esteroles 
tienen los cuatro anillos fusionados que forman el 
núcleo esteroide y todos son alcoholes con un grupo 
hidroxilo en C-3; de ahí el nombre “esterol”. Por acción 
de la escualeno monooxigenasa se añade un átomo 
de oxígeno del O, al extremo de la cadena del escuale- 
no, formándose un epóxido. Este enzima es otra oxidasa 
de función mixta; el NADPH reduce el otro átomo del O, 
a H,O. Los dobles enlaces del producto, escualeno 
2,3-epóxido, están colocados de modo que una notable 
reacción concertada convierte el escualeno epóxido 
lineal en una estructura cíclica. En las células animales 
esta ciclación conduce a la formación de lanosterol, 
que contiene los cuatro anillos característicos del 
núcleo esteroideo. El lanosterol se convierte finalmente 
en colesterol en una serie de unas 20 reacciones que 
incluyen la migración de algunos grupos metilo y la eli- 
minación de otros. La dilucidación de esta extraordina- 
ria ruta biosintética, una de las más complejas que se 
conocen, fue llevada a cabo principalmente por Konrad 
Bloch, Feodor Lynen, John Cornforth y Georges Popják 
a finales de la década de 1950. 

El colesterol es el esterol característico de las célu- 
las animales; las plantas, hongos y protistas fabrican 
otros esteroles estrechamente relacionados utilizando 
la misma ruta biosintética hasta el escualeno-2,3-£póxi- 
do. En este punto las rutas divergen ligeramente dando 
otros esteroles, tales como el estigmasterol en muchas 
plantas y el ergosterol en los hongos (Fig. 21-37). 
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EJEMPLO PRÁCTICO 21-1 

del escualeno 
¿Cuál es el coste energético de la síntesis del escualeno 
a partir de acetil-CoA, en número de ATP por molécula 
sintetizada? 


Solución: En la ruta del acetil-CoA al escualeno, sólo se 
consume ATP en los pasos que convierten el mevalona- 
to en los precursores del escualeno, los isoprenos acti- 
vados. Para la formación de cada uno de los seis isopre- 
nos activados necesarios para sintetizar el escualeno se 
utilizan tres moléculas de ATP, es decir un coste total de 
18 moléculas de ATP. 


El colesterol tiene varios destinos 


La mayor parte de la síntesis de colesterol en los verte- 
brados tiene lugar en el hígado. Una pequeña fracción 
del colesterol allí elaborado se incorpora a las membra- 
nas de los hepatocitos, pero la mayor parte se exporta 
en una de las tres formas siguientes: ácidos biliares 
colestero! biliar, o ésteres de colesterol (Fig. 21-38). 
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FIGURA 21-36 Formación del escualeno. Esta estructura de 30 carbo- 
nos se forma por concensaciones sucesivas de unidades de isopreno 
activo (cinco carbonos). 


En el hígado se forman pequeñas cantidades de oxieste- 
roles, tales como el 25-hidroxicolesterol, que actúan 
como reguladores de la síntesis de colesterol (véase 
más adelante). En otros tejidos, el colesterol se convier- 
te en hormonas esteroideas (en la corteza suprarrenal y 
en las gónadas, por ejemplo; véase la Fig. 10-18) o en 
hormona de la vitamina D (en el hígado y riñón; véase la 
Fig. 10-19). Estas hormonas son señales biológicas muy 
potentes que actúan a través de proteínas receptoras 
nucleares. 

Los ácidos biliares, una de las tres formas de 
colesterol exportado desde el hígado son los componen- 
tes principales de la bilis, un fluido almacenado en la 
vesícula biliar que se excreta al intestino delgado para 
ayudar en la digestión de comidas que contienen grasas. 
Los ácidos biliares y sus sales son derivados del coleste- 
rol relativamente hidrofílicos sintetizados en el hígado y 
que actúan como emulgentes en el intestino delgado en 
donde convierten grandes partículas de grasa en peque- 
ñas micelas con lo que se aumenta mucho la superficie 
sobre la que pueden actuar las lipasas digestivas (véase 
la Fig. 17-1). La bilis también contiene cantidades 
mucho menores de colesterol (colesterol biliar). 
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Las modificaciones de la estructura del colesterol se 


F muestran en rojo. La esterificación convierte el coles- 
HO OH RU terol en una forma aún más hidrofóbica para su alma- 
cenamiento y transporte; todas las otras modificacio- 
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FIGURA 21-39 Lipoproteinas. (a) Estructura de una lipoproteina de 
densidad baja (LDL). La apolipoproteína B-100 (apoB-100) es una de 
las mayores cadenas polipeptiídicas conocidas, con 4.636 residuos ami- 
noácidos (M, 512.000). Una partícula de LDL contiene un núcleo con 
unas 1.500 moléculas de ésteres de colesterol, rodeadas por una capa 
de unas 500 moléculas de colesterol, 800 moléculas de fosfolípidos y 
una molécula de apoB-100. (b) Cuatro clases de lipoproteinas visualiza- 
das al microscopio electrónico tras tinción negativa. Arriba a la 


Los ésteres de colesterol se forman ALS! An 
mediante la acción de la acil-CoA-coleste; e 

transferasa (ACAT). Este enzima catalizáde 
rencia de un ácido graso del coenzima Á al grupo 
hidroxilo del colesterol (Fig. 21-38), convirtiendo el 
colesterol en una forma más hidrofóbica que no puede 
penetrar en las membranas. Los ésteres de colesterol se 
transportan en partículas de lipoproteínas secretadas 
hacia otros tejidos que utilizan colesterol o bien se alma- 


cenan en el hígado. 


Las lipoproteínas plasmáticas transportan el colesterol 
y otros lípidos 


El colesterol y sus ésteres, al igual que los triacilglice- 
roles y los fosfolípidos, son prácticamente insolubles 
en agua. No obstante, estos lípidos deben ser trans- 
portados desde el tejido de origen hasta los tejidos 
donde serán almacenados o consumidos. Son trans- 
portados en el plasma sanguíneo en forma de lipopro- 
teínas plasmáticas, complejos macromoleculares de 
proteínas transportadoras específicas, denominadas 
apolipoproteínas, con diversas combinaciones de 
fosfolípidos, colesterol, ésteres de colesterol y triacil- 
gliceroles. 

Las apolipoproteínas (“apo” designa la proteína en 
su forma libre de lípidos) se combinan con los lípidos 
para formar diversas clases de partículas lipoproteicas 
que son complejos esféricos con lípidos hidrofóbicos en 
el núcleo y cadenas laterales hidrofílicas de aminoáci- 
dos de la proteína en la superficie (Fig. 21-39a). Dife- 
rentes combinaciones de lípidos y proteínas dan lugar a 
partículas de densidades diferentes, que van desde los 
quilomicrones hasta las lipoproteínas de alta densidad. 
Estas partículas se pueden separar por ultracentrifuga- 


VLDL (<180.000) 


izquierda, quilomicrones (50-200 nm de diámetro); arriba a la derecha, 
VLDL (28-70 nm); abajo a la izquierda, LDL (20-25 nm); abajo a la 
derecha, HDL (8-11 nm). Los tamaños de partícula mencionados son los 
medidos a partir de estas muestras; los tamaños de partícula varían 
considerablemente según las preparaciones. Para las propiedades de las 
lipoproteinas véase la Tabla 21-2. (Fuentes: (a) ApoB-100 modelada uti- 
lizando datos de A. Johs et al, J} Biol Chem. 281:19, 732, 2006. (b) 
Robert Hamilton, Jr. PhD ] 


ión Sorgo ål- 1) y visualizarse por microscopia electró- 


ada elase de lipoproteína tiene una función espe- 
cífica, deteeminida por su lugar de síntesis, composi- 
ción lipídica y contenido en apolipoproteínas. En las 
lipoproteínas del plasma humano se encuentran al 
menos diez apolipoproteínas diferentes (Tabla 21-2). 
Las apolipoproteínas pueden diferenciarse por su tama- 
ño, reacciones con anticuerpos específicos y distribu- 
ción característica en las clases de lipoproteínas. Estos 
componentes proteicos actúan como señales que diri- 
gen las lipoproteínas a tejidos específicos o como activa- 
dores de enzimas que actúan sobre las lipoproteínas. 
También se ha postulado su intervención en enfermeda- 
des; el Recuadro 21-2 describe una relación entre apoE 
y la enfermedad de Alzheimer. La Figura 21-40 presen- 
ta una visión general de la formación y transporte de las 
lipoproteínas en mamíferos. Los pasos numerados en la 
discusión que sigue se refieren a esta figura. 

Los quilomicrones, discutidos en el Capítulo 17 en 
conexión con el transporte de los triacilgliceroles de la 
dieta desde el intestino a otros tejidos, son las lipopro- 
teínas de mayor tamaño y menor densidad y contienen 
una elevada proporción de triacilgliceroles (véase la 
Fig. 17-2). @ Los quilomicrones se sintetizan en el RE 
de los enterocitos, células epiteliales que recubren el 
intestino delgado, y a continuación se trasladan por el 
sistema linfático hasta entrar en el torrente circulatorio 
a través de la vena subclavia izquierda. Entre las apoli- 
poproteínas de los quilomicrones se cuentan la apoB-48 
(que sólo se encuentra en esta clase de lipoproteínas), 
la apoE y la apoC-U (Tabla 21-2). @ La apoC-II activa 
la lipoproteína lipasa en los capilares de los tejidos adi- 
poso, cardíaco, muscular esquelético, y mamario en 
época de lactación, permitiendo la liberación de ácidos 
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TABLA 21-1 


Clases principales de lipoproteinas plasmáticas humanas: algunas propiedades 


| A a 


| 


| Lipoproteína Densidad (g/mL) Proteína Fosfolípidos Colesterol libre colesterol Triacilgliceroles | 
<1,006 2 9 1 3 85 


| Quilomicrones 

| VLDL 0,95-1,006 10 
| LDL ` 1,006-1,063 23 
HDL 1,063-1,210 55 


Fuente: Datos de D. Kritchevsky, Nutr. int. 2:290, 1986. 


grasos a estos tejidos (FFA). De este modo los quilomi- 
crones transportan los ácidos grasos de ła dieta hasta 
los tejidos en donde serán almacenados o consumidos 
como combustible. @ Los quilomicrones residuales, 
desprovistos de la mayor parte de sus triacilgliceroles, 
pero que aún contienen colesterol, apoE y apoB-48, se 
desplazan a través del torrente sanguíneo hasta el híga- 
do. Receptores hepáticos se unen a la apoE de los qui- 
lomicrones residuales y facilitan la captación de estos 
residuos por endocitosis. @ En el hígado los quilomi- 
crones residuales ceden su colesterol y se degradan en 
los lisosomas. Esta ruta del colesterol de la dieta hasta 
el hígado es la ruta exógena (flechas azules en la Fig. 
21-40). 

Cuando la dieta contiene más ácidos grasos y 
colesterol de los que son necesarios inmediatame 
como combustible o como precursore otras 
culas, se convierten 6H en triacilglicer 
colesterol en el hígado y se empaquetan con apolipo- 
proteínas específicas formando las lipoproteínas de 
densidad muy baja (VLDL, “very low-density 
lipoproteins”). El exceso de glúcidos en la dieta tam- 
bién se puede convertir en triacilgliceroles en el hígado 
exportándose en forma de VLDL. Además de los triacil- 


18 7 12 50 
20 8 37 10 | 
24 9 15 4 | 


gliceroles y ésteres del colesterol, las VLDL contienen 
apoB-100, apoC-1, apoC-1l, apoC-1 y apoE (Tabla 
21-2). Las LDL se transportan en la sangre desde el 
hígado al músculo y al tejido adiposo. (Y En los capila- 
res de estos tejidos, la apoC-Il activa la lipoproteína 
lipasa que cataliza la liberación de los ácidos grasos de 
los triacilgliceroles de las VLDL. Los adipocitos captan 
estos ácidos grasos, los reconvierten en triacilglicero- 
les y los almacenan en gotículas lipídicas intracelula- 
res; los miocitos, por el contrario, oxidan mayoritaria- 
mente los ácidos grasos para obtener energía. Cuando 
el nivel de insulina es elevado (después de una comi- 
da), las VLDL sirven principalmente para transportar 
lípidos de la dieta al tejido adiposo para su almacena- 
miento. En el estado de ayuno entre comidas, los áci- 
dos grasos utilizados para producir VLDL en el hígado 

roceden principalmente del tejido adiposo y la princi- 
del son los miocitos del corazón y del músculo 
esquelético. 

La pérdida de triacilgliceroles convierte parte de las 
VLDL en VLDL residuales, también denominadas lipo- 
proteínas de densidad intermedia (IDL); la pérdida 
adicional de triacilgliceroles de las IDL (VLDL residua- 
les) produce lipoproteínas de densidad baja, (LDL, 


TABLA 21-2 Apolipoproteinas de las lipoproteinas del plasma humano 
Apolipoproteína masa molecular Lipoproteína asociada Función (si se conoce) 
| ApoA-E 28,100 HDL Activa la LCAT; interacciona con el 
transportador ABC 
ApoA-I 17,400 HDL Inhibe la LCAT 
| ApoA-IV 44,500 Quilomicrones, HDL Activa la LCAT; transporte/eliminación 
de colesterol 
| ApoB-48 242,000 Quilomicrones Transporte/eliminación de colesterol 
| ApoB-100 512,000 VLDL, LDL Se une al receptor de LDL 
ApoC-I 7,000 VLDL, HDL 
ApoC-II 9,000 Quilomicrones, VLDL, HDL Activa la lipoproteína lipasa 
| ApoC-IH 9,000 (Quilomicrones, VLDL, HDL Inhibe la lipoproteina lipasa 
| ApoD 32,500 HDL 
| ApoE 34,200 Quilomicrones, VLDL, HDL Promueve la eliminación de VLDL y los 
| quilomicrones residuales 
| ApoH 50,000 Posiblemente VLDL, une fosfolípidos Papel en la coagulación, metabolismo - 


Fuente: Datos de D. Kritchevsky, Nutr. int. 2:290, 1986. 


tales como la cardiolipina 
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RECUADRO 21-2 MEDICINA 


' e . d el l 


En la población humana existen tres variantes 
comunes, o alelos, del gen que codifica la apolipo- 


proteína E. El más común, que representa aproxi- 
madamente el 78% de los alelos humanos de apoE, 
es el APOE3,; los alelos APOE4 y APOE2 represen- 


i| tanel 15% y 7%, respectivamente. El alelo APOE+4 


es especialmente común en humanos que presentan 
la enfermedad de Alzheimer, siendo la relación alta- 
mente predictiva. Los individuos que han heredado 
el alelo APOE+ tienen un riesgo superior de padecer 
| la enfermedad de Alzheimer de aparición tardía. Los 
| que son homocigotos para el alelo APOE4 tienen un 
riesgo 16 veces superior de desarrollar la enferme- 
dad; para los que la desarrollan la edad media de 
aparición está justo por debajo de los 70 años. Los 
individuos que han heredado dos copias del alelo 
APOEJ3, en cambio, tienen una edad media de inicio 


“low-density lipoproteins”). Muy ricas en colesterol 
y ésteres de colesterol, y con apoB-100 como principal 
apolipoproteína, @ las LDL transportan el colesterol 
hasta los tejidos extrahepáticos tales como el músculo, 
glándulas suprarrenales y tejido adiposo. Estos tejidos 
tienen receptores de LDL en la membrana/fl j 
que reconocen la apoB-100 y facilitan la cåptagri 
colesterol y los ésteres de colesterol. (Y Las tD 
bién suministran colesterol a los macrófagos, convir- 
tiéndolos, a veces, en células espumosas (véase la Fig. 
21-46). O) Las LDL que no han sido captadas en los 
tejidos y células periféricos retornan ai hígado y son 
captadas por receptores de LDL de la membrana plas- 
inática de los hepatocitos. El colesterol que entra en los 
hepatocitos por esta vía puede incorporarse a las mem- 
branas, convertirse en ácidos biliares o ser reesterifica- 
do por la ACAT (Fig. 21-38) para su almacenamiento en 
gotículas de lípido citosólicas. Esta ruta, desde la forma- 
ción de VLDL en el hígado y el retorno deLDL al hígado, 
es la ruta endógena del metabolismo y transporte del 
colesterol (flechas rojas en la Fig. 21-40). Se impide la 
acumulación de exceso de colesterol intracelular por 
reducción de la velocidad de síntesis de colesterol cuan- 
do hay suficiente colesterol disponible en forma de LDL 
en la sangre. Más adelante se describen mecanismos 
reguladores que permiten conseguir este objetivo. Vol- 
veremos a la Fig. 21-40 y otras rutas del transporte de 
lipoproteínas después de discutir la captación de LDL 
por las células. 


Los ésteres de colesterol entran en las células por 
endocitosis facilitada por receptor 


Cada partícula de LDL en el torrente sanguíneo contie- 
ne apoB-100, que es reconocida por receptores de LDL 
presentes en las membranas plasmáticas de las células 
que necesitan captar colesterol. La Figura 21-41 mues- 
tra una célula de este tipo, en la que @ los receptores 
de LDL se sintetizan en el retículo endoplasmático y se 


L predicen la 


i A > 
lIe 123 AD! 


fermedad de Alzheimel 


de la enfermedad de Alzheimer superior a los 90 
años. 

Las bases moleculares de la asociación entre la 
apoE-4 y la enfermedad de Alzheimer todavía no son 
conocidas. Tampoco se sabe con certeza de qué 
modo apoE-4 podría afectar el crecimiento de las 
fibras de amiloide que parecen ser los agentes causa- 
les primarios de la enfermedad (véase la Fig. 4-32). 
Se ha especulado sobre un posible papel de la apoE 
en la estabilización de la estructura del citoesqueleto 
de las neuronas. Las proteínas apoE-2 y apoE-3 se 
unen a ciertas proteínas asociadas a los microtúbulos | 
neuronales, pero no así la apoE-4. Esto podría acele- | 
rar la muerte de las neuronas. Cualquiera que sea el 
mecanismo, estas observaciones prometen ampliar 
nuestro conocimiento de las funciones biológicas de 


las apolipoproteínas. | 


transportan a la membrana plasmática, después de ser 
modificados en el complejo de Golgi en donde están 
listos para unir apoB-100. @ La unión de la LDL a su 
receptor inicia la endocitosis, que €) lleva la LDL y su 
receptor al interior de la célula dentro de un endosoma. 


NM Porciones de la membrana del endosoma que contie- 
y 


N ATION 


m 


Michael Brown and Joseph Goldstein 
[Fuente: Mei-Chun Jau. Cortesía de Michael 
Brown and Joseph Goldstein, University of 
Texas Southwestern Medical Center.] 


nen receptores se segregan en vesículas y vuelven a la 
superficie celular para actuar de nuevo en la captación 
de LDL. Y) El endosoma se fusiona con un lisosoma que 
© contiene enzimas que hidrolizan los ésteres de coles- 
terol, liberando colesterol y ácidos grasos al citosol. La 
proteína apoB-100 se degrada también dando aminoáci- 
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FIGURA 21-40 Lipoproteínas y transporte de opea 


son transportados en el torrente sanguíneo en forma de lipoproteínas, de 
las que hay varios tipos con diferentes funciones, diferentes composicio- 
nes en lípidos y proteínas (véanse las Tablas 21-1 y 21-2) y, por tanto, 
diferentes densidades. Los pasos numerados se describen en el texto. En 
ta ruta exógena (flechas azules) los lípidos de la dieta se empaquetan en 
los quilomicrones; se liberan ácidos grasos de triacilgliceroles (TAG) por 
la lipoproteina lipasa en los tejidos adiposo y muscular durante el trans- 
porte a través de los capilares. Los quilomicrones residuales (que contie- 
nen principalmente proteína y colesterol) son captados por el hígado. 


dos que se liberan al citosol. La apoB-100 está también 
presente en la VLDL, pero su dominio de unión al recep- 
tor no es accesible para unirse al receptor de LDL; la 
conversión de la VLDL en LDL expone el dominio de 
unión al receptor de la apoB-100. 
Esta ruta de transporte de colesterol en la sangre 
y su endocitosis facilitada por receptor en 
los tejidos diana fue dilucidada por Michael Brown y 
Joseph Goldstein. Descubrieron que individuos con la 
enfermedad genética hipercolesterolemia familiar 
(FH) presentan mutaciones en el receptor de LDL que 
impiden la captación normal de LDL por el hígado y teji- 
dos periféricos. El resultado de la captación defectuosa 
de LDL es la presencia de niveles elevados de LDL (y del 
colesterol que transporta) en sangre. Los individuos con 
FH tienen una probabilidad mucho mayor de desarrollar 
ateroesclerosis, una enfermedad del sistema cardiovas- 
cular en la que los vasos sanguíneos están bloqueados 
por placas ricas en colesterol (véase la Fig. 21-46). 
La enfermedad de Niemann-Pick tipo C (NPC) 
es una patología heredada del almacenamiento de lípi- 


VLDL 


6) Quilomicrones 


ApoB-48 
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residuales 
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E) Quilomicrones 


TON linfático) 


Lās DNI illares producidas en e! hígado ayudan a dispersar las grasas 
de la dieta y se vuelven a reabsorber en la ruta enterohepática (Hechas 
verdes). En la ruta endógena (flechas rojas) los lipidos sintetizados o 
empaquetados en el hígado se envían a los tejidos periféricos con la 
VLDL. La extracción de lípidos de la VLDL (junto con la pérdida de aigu- 
nas apolipoproteínas) la convierten gradualmente en LDL, que transfiere 
el colesterol a los tejidos extrahepáticos o vuelve al higado. El exceso de 
colesterol en los tejidos extrahepáticos se transporta de nuevo al hígado 
en forma de HDL en el transporte inverso de! colesterol (flechas púr- 
pura). C representa el colesterol; CE representa éster de colesterol. 


dos en la que no se transporta el colesterol fuera de los 
lisosomas sino que se acumula en los lisosomas del 
hígado, cerebro y pulmones provocando una muerte 
temprana. NPC es el resultado de una mutación en cual- 
quiera de dos genes (NPC1, NPC2) esenciales para 
transportar el colesterol desde el lisosoma al citosol 
donde puede continuar su metabolismo. NPC1 codifica 
una proteína lisosómica transmembrana mientras que 
NPC2 codifica una proteína soluble. Estas proteínas 
actúan en tándem para transferir el colesterol fuera del 
lisosoma al citosol para su posterior modificación o 
metabolismo. $ 


La HDL lleva a cabo el transporte de colesterol inverso 


Una cuarta lipoproteína importante en los mamíferos, la 
lipoproteína de densidad alta, (HDL, “high-densi- 
ty lipoprotein), €) se sintetiza en el hígado y en el 
intestino delgado en forma de partículas pequeñas, 
ricas en proteína, que contienen relativamente poco 
colesterol y nada de sus ésteres (todos los números de 
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O) Enzimas líticos del lisosoma degradan 
la apoB-100 y los ésteres del 
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FIGURA 21-41 Captación del colesterol por endocitosis facilitada por receptor. 


etapa aquí mostrados se refieren a la Fig. 2 
HDL contienen principalmente apoA-I y otrf 
proteínas (Tabla 21-2), además del enzima le 
lesterol acil transferasa (LCAT), que aiai la 
formación de ésteres de colesterol a partir de la lecitina 
(fosfatidilcolina) y colesterol (Fig. 21-42). La LCAT en 
la superficie de las partículas de HDL nacientes (que se 
están formando) convierte el colesterol y la fosfatidilco- 
lina de los quilomicrones y de las VLDL residuales del 
torrente circulatorio en ésteres de colesterol, los cuales 
empiezan a formar un núcleo, transformando la HDL 
naciente, que tiene forma discoidal, en una partícula 
esférica de HDL madura. (Y La HDL naciente también 
puede captar colesterol de las células extrahepáticas 
ricas en colesterol (entre ellas macrófagos y células 
espumosas formadas a partir de los mismos; véase más 
adelante). ® La HDL madura, rica en colesterol, retor- 
na ahora al hígado donde descarga el colesterol a través 
del receptor limpiador SR-BI. ® Parte de los ésteres del 
colesterol en las HDL también se puede transferir a las 
LDL mediante la proteína transferidora de ésteres de 
colesterol; el circuito de las HDL constituye el trans- 
porte inverso de colesterol (flechas púrpura en la 
Fig. 21-40). Gran parte de este colesterol se convierte 
en sales biliares por enzimas secuestrados en peroxiso- 
mas hepáticos; las sales biliares se alinacenan en la 
vesícula biliar y se excretan al intestino después de una 
comida. Las sales biliares son reabsorbidas por el hígado 
@® y recirculan a través de la vesícula biliar en esta cir- 
culación enterohepática (flechas verdes en la Fig. 
21-40). 

La descarga de esteroles vía receptor SR-BI en el 
hígado y otros tejidos no interviene la endocitosis, 
mecanismo utilizado para la captación de LDL. En su 
lugar, cuando la HDL se une a los receptores SR-BI de 


Na aja s tales como la grándula aipritrenál 
ROAS TAN: facilitan la transferencia parcial y 


selectiva del colesterol y otros lípidos presentes en la 
HDL al interior de la célula. La HDL descargada se diso- 
cia entonces para recircular en el torrente circulatorio y 
extrae más lípidos de los quilomicrones residuales y de 
las LDL así como de las células sobrecargadas con coles- 
terol tal como se describe más adelante. 


La síntesis y transporte del colesterol están regulados 
a diversos niveles 


La síntesis de colesterol es un proceso complejo y ener- 
géticamente caro. El exceso de colesterol no puede ser 
catabolizado para su utilización como combustible por 
lo que ha de ser excretado. Por tanto es claramente 
ventajoso para un organismo poder regular la biosínte- 
sis del colesterol de modo que complemente la inges- 
tión del mismo en la dieta. En los mamíferos, la produc- 
ción de colesterol está regulada por su concentración 
intracelular, por el suministro de ATP y por las hormo- 
nas glucagón e insulina. El paso que compromete a la 
ruta hacia el colesterol (y que es un sitio principal de 
regulación) es la conversión del HMG-CoA en mevalo- 
nato (Fig. 21-34), reacción catalizada por el enzima 
HMG-CoA reductasa. 

La regulación a corto plazo de la actividad de la 
HMG-CoA reductasa existente se consigue mediante 
alteración covalente reversible: fosforilación por la pro- 
teína quinasa dependiente de AMP (AMPK), que detec- 
ta una concentración de AMP elevada (lo que indica 
baja concentración de ATP). Así, cuando disminuye la 
concentración de ATP, disminuye la síntesis de coleste- 
rol mientras que se estimulan las rutas catabólicas de 
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FIGURA 21-42 Reacción catalizada por la lecitina-colesterol acilo 
transferasa (LCAT). Este enzima está presente en la superficie de las 
HDL y es estimulado por apoA-!, un componente de la HDL. Los ésteres 
de colesterol se acumulan en las HDL nacientes convirtiéndolas en HDL 
maduras. 


generación de ATP (Fig. 21-43). Las hormonas que 
intervienen en la regulación global del metabolismo de 
lípidos y glúcidos también actúan sobre la HMG-Co 
reductasa; el glucagón estimula la fosforilación (inacti- 
vación), mientras que la insulina promueve la desfosfo- 
rilación que activa el enzima y favorece la síntesis de 
colesterol. Estos mecanismos reguladores covalentes 
probablemente no son tan importantes, cuantitativa- 
mente, como los mecanismos que afectan la síntesis y 
degradación del enzima. 

A largo plazo, el número de moléculas de HMG- 
CoA reductasa aumenta o disminuye en respuesta a la 
concentración celular de colesterol. La regulación de la 
síntesis de HMG-CoA reductasa por la concentración de 
colesterol tiene lugar mediante un elegante sistema de 
regulación de la transcripción del gen que codifica la 
HMG-CoA reductasa (Fig. 21-44). Este gen, junto con 
más de otros 20 genes codificadores de enzimas que 
intervienen en la captación y síntesis del colesterol y de 
ácidos grasos insaturados, está controlado por una 
pequeña familia de proteínas denominadas proteínas 
de unión del elemento regulador de esteroles 
(SREBP). Inmediatamente después de su síntesis 
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FIGURA 21-43 La regulación de la formación de colesterol equilibra 
nla síntesis con la captación de la dieta y el estado energético. La insu- 
lina promueve la destosforilación (activaciónm) de la HMG-CoA reduc- 
tasa; el glucagón promueve su fosforilación (inactivación) y la proteína 
quinasa dependiente de AMP, la AMPK, cuando está activada por una 
baja [ATP] en relación a [AMP], fosforila e inactiva ta HMG-CoA reduc- 
tasa. Oxiesteroles metabolitos del colesterol (pro ej. 24(5)-hidroxicoles- 
terol) estimula la proteólisis de la HMG.CoA reductasa. 


estas proteínas están incrustadas en el RE. Sólo el frag- 
mento del dominio regulador soluble de una SREBP 
como activador de la transcripción mediante 
[nine que se discuten en el Capítulo 28. Cuando 
los niveles de colesterol y oxiesterol son elevados, las 
SREBP son inactivas, y están retenidas en el RE for- 
mando complejo con otra proteína denominada proteí- 
na activadora del corte de la SREBP (SCAP) que, 
a su vez, está anclada en la membrana del RE por inte- 
racción con una tercera proteína de membrana, Insig 
(insulin-induced gene protein: proteína génica 
inducida por la insulina) (Fig. 21-44a). Cuando los 
niveles de esteroles son elevados, el complejo Insig- 
SCAP-SREBP es retenido en el RE. Cuando disminuye 
el nivel de esteroles en la célula (Fig. 21-44b), el com- 
plejo SCAP-SREBP es escoltado por proteínas secreto- 
ras hasta el complejo de Golgi. Allí la SREBP es cortada 
proteolíticamente y se libera un fragmento regulador 
que se desplaza hasta el núcleo y activa la transcripción 
de sus genes diana, incluidas la HMG-CoA reductasa, la 
proteína receptora de la LDL y otras proteínas necesa- 
rias para la síntesis de lípidos. Cuando los niveles de 
esteroles aumentan suficientemente, vuelve a bloquear- 
se la liberación proteolítica de los dominios amino-ter- 
minales de las SREBP con lo que la rápida degradación 
por el proteasoma de los dominios activos existentes 
dan lugar a una desconexión rápida de los genes diana. 
A largo plazo, el nivel de HMG-CoA reductasa tam- 
bién está regulado por degradación proteolítica del 
propio enzima. Insig detecta niveles elevados de coles- 
terol celular lo que provoca la unión de moléculas de 
ubiquitina a la HMG-CoA reductasa lo que comporta su 
degradación por los proteasomas (Fig. 27-50). 
El receptor X hepático (LXR) es ım factor de 
transcripción nuclear activado por ligandos oxiesteroles 
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FIGURA 21-44 Regulación de la síntesis de colesterol por SREBP. Las 
proteínas de unión al elemento regulador por esteroles (SREBP, en verde) 
se incrustan en el RE cuando son sintetizadas formando un complejo con 
la proteína activadora del corte de las SREBP (SCAP, rojo), que a su vez, 
se une a insig. (N y C representan los extremos amino- y carboxilo-termi- 
nales de las proteínas). (a) Las SREBP son imactivas cuando se encuen- 
tran unidas a SCAP e Insig. (b) Cuando desciende la concentración de 


(reflejo de elevados niveles de colesterol), que integra 
el metabolismo de ácidos grasos, esteroles y glucosa. 
LXRa se expresa principalmente en el hígado, tejido 
adiposo y macrófagos; LXRØ está presente en todos los 
tejidos. Cuando están unidos a un ligando oxiesterol, los 
LXR forman heterodímeros con un segun j 

receptor nuclear, los receptores X retinoi ) 
y el dímero LXR-RXR activa la transcripción de un con- 
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FIGURA 21-45 Acción del dimero RXR-LXR sobre la expresión de 
genes del metabolismo de lípidos y glucosa. En ausencia de sus ligan- 
dos, RXR y LXR se asocian con una proteína correpresora e impiden la 
transcripción de los genes asociados con el elemento LXR (LXRE). 
Cuando sus respectivos ligandos están presentes (ácido 9-cis-retinoico 
para RXR, colesterol o esteroles para LXR}, el dimero se disocia de! 
correpresor asociándose a continuación con una proteína coactivadora. 
Este complejo se une al elemento LXR y activa la expresión de los genes 
asociados La regulación de la expresión génica es un tema discutido con 
mayor detalle en el Capítulo 28. [Fuente: información de A. C. Calkin 
and P. Tontonoz, Mol, Cell Biol. 13:213, 2012, Fig. 1] 


Se libera el dominio regulador 
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esteroles, los sitios de unión de esteroles en Insig y SCAP no están ocu- 
pados, el complejo migra hacia el complejo de Golgi y las SREBP son cor- 
tadas (flechas rojas) para producir un fragmento que es un dominio regu- 
lador. (c) Este dominio actúa en el núcleo e incrementa la transcripción 
de genes regulados por esteroles. La unión de varias moléculas de ubiqui- 
tina marca la insig para su degradación. [Fuente: Información de R. 
Raghow et al., Trends Endocrinol. Metab. 19:65, 2008, Fig. 2.] 


junto de genes (Fig. 21-45) entre los que se incluyen 
los de la acetil-CoA carboxilasa, primer enzima de la 
síntesis de ácidos grasos; la ácido graso sintasa; CYP7A1, 
un enzima citocromo P450, requerido para la conver- 
ión de esterol en ácido biliar; apoproteínas que partici- 
porte de colesterol (apoC-1. apoC-Í, 
TO os transportadores cassette de unión de 
ATP (ABC) ABCA1 y ABCG1 necesarios en el transpor- 
te inverso del colesterol (véase más adelante); GLUTA4, 
el transportador de glucosa estimulado por insulina de 
los tejidos muscular y adiposo y una SREBP denomina- 
da SREBPIC. Los reguladores de la transcripción LXR 
y SREBP actúan, por tanto, de manera conjunta para 
conseguir y mantener la homeostasis del colesterol; las 
SREBP se activan por niveles celulares bajos de coleste- 
rol y los LXR son activados por niveles elevados de 
colesterol. 

La regulación por los LXR está complementada por 
la actividad del receptor X del farnesol (FXR), que 
también forma un heterodímero con RXR, con un efec- 
to que, a menudo, es recíproco del de LXR-RXR. Aun- 
que el farnesol es un ligando de este receptor, FXR 
responde principalmente a los ácidos biliares. Concen- 
traciones elevadas de ácidos biliares pueden ser tóxi- 
cas. FXR, expresado principalmente en el intestino, 
hígado, riñón y glándulas adrenales, proporciona un 
control esencial sobre los niveles de ácidos biliares al 
aumentar o disminuir la expresión de genes múltiples. 
Por ejemplo, LXR activa la transcripción del enzima del 
citocromo P-450 CYP7A1, que promueve la formación 
de ácidos biliares a partir de esteroles. FXR reprime la 
transcripción de CYP7A1 cuando los niveles de ácidos 
biliares son elevados. 

Finalmente, hay otros dos mecanismos reguladores 
que influyen en el nivel de colesterol celular: (1) con- 
centraciones intracelulares elevadas de colesterol acti- 
van la ACAT, que aumenta la esterificación de colesterol 
para su almacenamiento y (2) un nivel de colesterol 
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FIGURA 21-46 Formación de placas ateroescleróticas. Fl exceso de 
lípido proveniente de la dieta se deposita en las paredes arteriales, pro- 
ceso facilitado por la conversión de monocitos en células espumosas e 


celular elevado disminuye la transcripción (vía SREBP) 
del gen que codifica el receptor de la LDL, reduciendo 
la producción de receptores y, por tanto, la captación de 
colesterol desde la sangre 


El metabolismo desregulado del a ÁS? A 


causa de enfermedad cardiovascular 


Tal como se apuntó anteriormente, el colesterol 

no puede ser catabolizado por las células anima- 
les. El exceso de colesterol sólo puede eliminarse por 
excreción o por conversión en ácidos biliares. 

Cuando la suma del colesterol sintetizado y el obte- 
nido de la dieta supera la cantidad requerida para la 
síntesis de membranas, sales biliares y esteroides, se 
pueden desarrollar acumulaciones patológicas de coles- 
terol en los vasos sanguíneos (placas) con el resultado 
de la obstrucción de estos vasos, una situación denomi- 
nada aterosclerosis. Los fallos cardíacos debidos a la 
oclusión de las arterias coronarias son una causa prin- 
cipal de muerte en las sociedades industrializadas. La 
aterosclerosis está ligada a los niveles elevados de 
colesterol en sangre, y especialmente con los niveles 
elevados de colesterol asociado a la LDL (“colesterol 
malo”); existe una correlación negativa entre los nive- 
les de HDL (“colesterol buen o”) y la enfermedad arte- 
rial. La formación de placas en los vasos sanguíneos se 
inicia cuando la LDL que contiene grupos acilo graso 
parcialmente oxidados se adhiere y acumula en la 
matriz extracelular de las células epiteliales que cubren 
las arterias (Fig. 21-46). Las células inmunitarias 
(monocitos) que se diferencian a macrófagos que cap- 
tan LDL oxidada así como el colesterol que contienen 
son atraídas a regiones con tales acumulaciones de 
LDL. Los macrófagos no pueden limitar la captación de 
esteroles y con la acumulación creciente de ésteres de 
colesterol y colesterol libre los macrófagos se transfor- 
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incorporación de estas a las placas en crecimiento. Parte de este depó- 
sito está contrarrestado por la HDL y el transporte inverso del colesterol. 
La reacción de la LCAT se muestra en la Figura 21-42. 


man en células espumosas (tiene apariencia espumo- 
sa en el microscopio). A medida que el exceso de 
colesterol libre se acumula en las células espumosas y 
sus membranas, experimentan apoptosis. Durante lar- 


O n de tiempo las arterias están cada vez más 


edida que las placas, formadas por material 
de la matriz extracelular, tejido de cicatrices formado a 
partir de tejido muscular liso y células espumosas resi- 
duales se hacen gradualmente más grandes. De vez en 
cuando una placa se rompe y queda suelta del sitio de 
su formación y se transporta a través de la sangre hasta 
una región más estrecha de una arteria del cerebro o 
del corazón lo que da lugar a un ictus o a un ataque de 
corazón. 

En la hipercolesterolemia familiar, los niveles de 
colesterol en la sangre son extremadamente elevados, y 
los individuos afectados desarrollan aterosclerosis seve- 
ra desde la niñez. El receptor de LDL es defectuoso en 
estos individuos con lo que no se produce la captación 
facilitada por receptor del colesterol transportado por la 
LDL. En consecuencia, el colesterol no es eliminado de 
la circulación; se acumula en células espumosas y con- 
tribuye a la formación de placas ateroscleróticas. La 
síntesis endógena de colesterol continúa a pesar del 
exceso de colesterol en la sangre, debido a que el coles- 
terol extracelular no puede entrar en la célula para 
regular la síntesis intracelular (Fig. 21-44). Una clase de 
medicinas denominadas estatinas, algunas aisladas de 
fuentes naturales y otras sintetizadas por la industria, se 
utilizan en el tratamiento de pacientes con elevado 
colesterol producido por hipercolesterolemia familiar y 
otras enfermedades en las que la concentración de 
colesterol en el suero es elevada. Las estatinas se pare- 
cen al mevalonato (Recuadro 21-3) y son nitro 
competitivos de la HMG-CoA reductasa. 

Una aproximación alternativa para controlar los 
niveles de colesterol sérico es activar los LXR, lo que 
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tiene el efecto global de disminuir la absorción de coles- 
terol y promover su excreción. Éste es el modo de 
acción de un fármaco denominado exetimibe. Dado que 
la activación de los LXR también activa SREBPIC, lo 
que hace que el hígado incremente su producción de 
ácidos grasos y triacilgliceroles, se están desarrollando 
nuevos tipos de fármacos cuya diana sea únicamente los 
LXR intestinales. m 


El transporte inverso del colesterol por la HDL se opone 

a la formación de placas y a la ateroesclerosis 

La HDL tiene un papel crítico en la ruta del transporte 
inverso del colesterol (Fig. 21-47) que reduce el daño 
potencial debido a la acumulación de células espumo- 
sas. La HDL descargada, baja en colesterol, capta el 


colesterol almacenado en tejidos extrahepáticos, entre (NM 
ellos las células espumosas y las placas nacie A 


portándolo al hígado. 
La salida del colesterol fuera de las células requie- 
re transportadores. El genoma humano codifica 48 
transportadores de la clase cassette de fijación de ATP 
(ABC), y de ellos, alrededor de la mitad, promueven el 
transporte de lípidos. Dos de ellos transportan coleste- 
rol al exterior de las células. En este proceso, la 
ApoA-Í interacciona con un transportador ABC 
(ABCA1) en una célula rica en colesterol. ABCA1 
transporta una gran cantidad de colesterol desde el 
interior de la célula a la superficie externa de la mem- 
brana plasmática, en donde es captado por ApoA-] sin 
lípido o con poco lípido que lo transporta al hígado. 
Otro transportador ABC, ABCG1, interacciona con 
HDL madura y facilita el desplazamiento del colesterol 
hacia el exterior de la célula y al interior de la HDL. 
Este proceso de salida es especialmente importante 
cuando afecta al transporte inverso del colesterol 
desde las células espumosas en los sitios de las placas 
que se forman en los vasos sanguíneos en individuos 
con patología cardiovascular. 
Los niveles de HDL son muy bajos en la defi- 
ciencia familiar de HDL, y prácticamente 
indetectables en la enfermedad de Tangier (Fig. 
21-47). Estas dos enfermedades genéticas son el resul- 
tado de mutaciones en la proteína ABC1. La ApoA-I 
desprovista de colesterol no puede captar el colesterol 
de las células que carecen de la proteína ABCA1, por lo 
que la ApoA-] y la HDL pobre en colesterol son elimina- 
das rápidamente de la sangre y destruidas. Tanto la 
deficiencia familiar de HDL como la enfermedad de 


FIGURA 21-47 Transporte inverso del colesterol. ApoA-! y las HDL 
captan el exceso de colesterol (C) de las células periféricas, con partici- 
pación de los transportadores ABCA1 ABCGI, y lo devuelven al higado. 
En individuos con un ABCA1 genéticamente defecluoso, la falta de 
transporte inverso del colesterol! lleva a entermedades cardiovasculares 
graves de aparición temprana: la enfermedad de Tangier y la enfermedad 
de la deficiencia de HDL familiar. CE, ésteres de colesterol; TAG, triacil- 
gliceroles. [Fuente: Información de A, R. Tall et al., Cell Metab. 7:365, 
2008, Fig. 1.) 


Tangier son muy raras (se conocen menos de 100 fami- 
lias con la enfermedad de Tangier en todo el mundo), 
pero la existencia de estas enfermedades ha establecido 
un papel para la proteína ABCA1 y ABCG1 en la regula- 
ción de los niveles plasmáticos de HDL. ®@ 


Las hormonas esteroideas se forman por rotura 
de la cadena lateral y oxidación del colesterol 


Todas las hormonas esteroideas humanas son derivados 
del colesterol (Fig. 21-48). En la corteza de la glándu- 
la suprarrenal se sintetizan dos clases de hormonas 
esteroideas: los mineralocorticoides, que controlan la 
reabsorción de los iones inorgánicos (Na*, CF y HCO,) 
por el riñón; y los glucocorticoides, que ayudan a 
regular la gluconeogénesis y reducen la respuesta infla- 
matoria. Las hormonas sexuales se sintetizan en las 
gónadas masculinas y femeninas y en la placenta. Inclu- 
yen la progesterona, que regula el ciclo reproductor 
femenino, y los andrógenos (p.ej., la testosterona) y 
estrógenos (p.ej., el estradiol) que influyen en el 
sarto d | As características sexuales secundarias en 
varones y hembras, respectivamente. Las hormonas 
esteroideas son efectivas a concentraciones muy bajas 
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FIGURA 21-48 Algunas hormonas esteroideas derivadas del coleste- 
rol. Las estructuras de algunos de estos compuestos se muestran en la 
Figura 10-18, 
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y, por tanto, se sintetizan en cantidades relativamente 
pequeñas. En comparación con las sales biliares, su 
producción consume relativamente poco colesterol. 
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La síntesis de las hormonas esteroideas requiere la 
eliminación de alguno o todos los carbonos de la “cade- 
na lateral” en C-17 del anillo D del colesterol. La elimi- 
nación de la cadena lateral tiene lugar en las mitocon- 
drias de los tejidos que producen esteroides. La elimina- 
ción implica la hidroxilación de dos carbonos adyacen- 
tes de la cadena lateral (C-20 y C-22), seguida de la 
rotura del enlace entre ellos (Fig. 21-49). En la forma- 


ción de las diferentes hormonas también se necesita la 
introducción de átomos de oxígeno. Todas las reaccio- 
nes de hidroxilación y oxigenación de la biosíntesis de 
esteroides están catalizadas por oxidasas de función 
mixta (Recuadro 21-1) que utilizan NADPH, O, y el 
citocromo mitocondrial P-450. 


Los intermediarios de la síntesis del colesterol tienen 
muchos destinos alternativos 


Además de su papel como intermediario en la biosínte- 
sis del colesterol, el isopentenil pirofosfato es el precur- 
sor activado de un conjunto muy grande de biomolécu- 
las con diversas funciones biológicas (Fig. 21-50). 
Entre ellas se cuentan las vitaminas A, E y K; pigmentos 
vegetales tales como los carotenos y la cadena de fitol 
de la clorofila; el caucho natural; muchos aceites esen- 
ciales (tales como las esencias del aceite de limón, 
eucalipto y almizcle); la hormona juvenil de los insectos 
que controla la metamorfosis; los dolicoles que actúan 
como transportadores liposolubles en la síntesis de poli- 


La enfermedad de las arterias coronarias del corazón 
es la causa principal de muerte en los países desarro- 
| llados. Las arterias coronarias que llevan sangre al 
| corazón se estrechan debido a la forma 
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RECUADRO 21-3 MEDICINA La hipótesis lipídica y el desarrollo de las estatinas 
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res. El establecimiento de una conexión entre la 
oclusión arterial (aterosclerosis) y los niveles de 
colesterol en sangre fue un proyecto del siglo XX que 
desencadenó una disputa que sólo se resolvió con el 
desarrollo de medicamentos efectivos en la disminu- 
ción de los niveles de colesterol. El Framingham 
Heart Study es un estudio longitudinal, iniciado en 
1948 y que continúa actualmente, destinado a identi- 
ficar los factores correlacionados con la enfermedad 
cardiovascular. Unos 5.000 participantes de la ciudad 
de Framingham, Massachusetts, se sometieron a exá- 
menes físicos periódicos y a encuestas de estilo de 
vida. En 2002 se incluyeron en el estudio participan- 
tes de la tercera generación. Este estudio morumen- 
tal condujo a la identificación de los factores de 
riesgo de las enfermedades cardiovasculares, entre 
los que se incluyen el tabaco, la obesidad, la inactivi- 
dad física, la diabetes, presión sanguínea elevada y 
elevado colesterol en sangre. 

En 1913, N.N. Anitschkov, un patólogo experi- 
mental de San Petersburgo, Rusia, publicó un estudio 
en el que demostraba que los conejos alimentados 
con una dieta rica en colesterol desarrollaban lesio- 
nes muy similares a las placas ateroscleróticas obser- 
vadas en los humanos ancianos. Anitschkov continuó 
sus trabajos durante unas décadas más, publicando 
sus resultados en revistas occidentales importantes. 
No obstante, no se aceptó el trabajo como modelo de 
la aterosclerosis humana debido a la visión existente 
de que la enfermedad era una consecuencia simple 


Mevalonato | 


| 


Ri =H R=H Compactina 

R? =CH; R?=CH, Simvastatina (Zocor) | 

Ri=H R? =0H_ Pravastatina (Pravachol) | 

RI =H R? = CH,  Lovastatina (Mevacor) 
| 
| 


FIGURA 1 Las estatinas como inhibidores de la HMG-CoA reduc- 
tasa. Comparación de las estructuras del mevalonato y cuatro com- 
puestos farmacéuticos que inhiben la HMG-CoA reductasa. 


del envejecimiento por lo que no podía prevenirse. 
Sin embargo, la asociación entre colesterol sérico y 
aterosclerosis (la hipótesis lipídica) fue reforzándose 
gradualmente hasta que en la década de 1960 algu- 
nos investigadores sugirieron abiertamente que la 
intervención terapéutica podría ser útil. No obstante, 
la controversia persistió hasta que, en 1984, se publi- | 
caron los resultados de un gran estudio de disminu- 
ción del colesterol, financiado por los National Insti- 
tutes of Health de los EEUU: el Coronary Primary 
Prevention Trial. Este estudio demostró de manera 
concluyente una disminución estadísticamente signi- 
ficativa de los ataques de corazón e ictus como resul- 
tado de la disminución del nivel de colesterol. El 
estudio utilizó una resina de unión de ácidos biliares, 

la colestiramina, para controlar el colesterol. Los 
resultados propulsaron una investigación para dispo- 
ner de intervenciones terapéuticas más efectivas. | 
Aún persistió cierta controversia hasta el desarrollo | 
de las estatinas hacia el final de la década de 1980 y ' 
principios de la de 1990. 


846 


e aM M A A A A A A A A A A A A EA A AAA A A A A A A A am A A e o e e e e e e e a e e — 


RECUADRO 21-3 


Biosíntesis de lípidos 


Akira Endo 
[Fuente: Cortesia de Akira Endo, Ph.D.] 


Alfred Alberts 


Inc. 20161 


El Dr. Akira Endo que trabajaba en la compañía 
Sankyo de Tokyo descubrió la primera estatina; el 
trabajo se publicó en 1976. Endo estaba interesado 
desde hacía algún tiempo en el metabolismo del 
colesterol y especuló, en 1971, que hongos que en 
aquel momento se estaban analizando er sj 
contenían nuevos antibióticos podrían } OA 
tener un inhibidor de la síntesis del colesterol. En un 
período de varios años analizó más de 6.000 cultivos 
de hongos hasta que encontró un resultado positivo. 
El compuesto activo se denominó compactina (Fig. 
1). Finalmente se comprobó que el compuesto era 
efectivo en la reducción de los niveles de colesterol 
en perros y monos; su trabajo captó la atención de 
Michael Brown y Joseph Goldstein de la Facultad de 
Medicina de la University of Texas-Southwestern. 
Brown y Goldstein empezaron a trabajar con Endo y 
confirmaron sus resultados. Algunos resultados 
espectaculares en los primeros ensayos clínicos limi- 
tados convencieron a varios laboratorios farmacéuti- 
cos a unirse en la búsqueda de estatinas. Un equipo 
de Merck liderado por Alfred Alberts y P. Roy Vagelos 
empezó a analizar cultivos de hongos encontrando un 
resultado positivo tan solo después de analizar 18 
cultivos. La nueva estatina se denominó lovastatina 
(Fig. 1). El rumor de que la compactina, a dosis muy 
elevadas, era carcinogénica en perros casi hizo aban- 
donar la carrera para el desarrollo de las estatinas en 
1980, pero los beneficios para los pacientes con 
hipercolesterolemia familiar eran ya evidentes. Des- 
pués de amplias consultas con expertos de todo el 
mundo y la Food and Drug Administration de los 
EEUU, Merck procedió a desarrollar la lovastatina 
con muchas precauciones. Pruebas exhaustivas reali- 
zadas en las dos décadas siguientes revelaron que ni 
la lovastatina ni ninguna de las demás estatinas de 
nuevas generaciones aparecidas desde entonces 
tenía efectos carcinogénicos. 


A S 


[Fuente. Merck Archives, Merck & Co., 
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P, Roy Vagelos 
[Fuente: Cortesía de P. Roy Vagelos.] 


Las estatinas inhiben la HMG-CoA reductasa en 
parte por similitud con la estructura del mevalonato 
(Fig. 1) con lo que inhiben la síntesis del colesterol. 
El tratamiento con loyastatina reduce el colesterol 

érico hasta en un 30% en individuos con hipercoles- 
emia debida a tener una copia defectuosa del 
Ny Mi de la LDL. Cuando se combina con 
úna resina administrada por vía oral que une ácidos 
bilizares e impide su reabsorción del intestino, el 
fármaco es aún más efectivo. 

En el momento actual las estatinas son los medi- 
camentos más utilizados para rebajar los niveles de 
colesterol sérico. Los efectos secundarios siempre 
preocupan con los fármacos pero en el caso de las 
estatinas muchos de los efectos secundarios son posi- 
tivos. Estos medicamentos pueden mejorar el flujo 
sanguíneo, aumentan la estabilidad de las placas ate- 
roescleróticas (con lo que no se rompen obstruyendo 
el fujo sanguíneo), reducen la agregación plaquetaria 
y reducen la inflamación vascular. Algunos de estos 
efectos tienen lugar antes de que disminuyan los nive- 
les de colesterol en pacientes que toman estatinas por 
primera vez; puede que ello esté relacionado con una 
inhibición secundaria de la síntesis de isoprenoides 
por las estatinas. No todos los efectos de las estatinas 
son positivos. Unos pocos pacientes, normalmente 
entre los que toman estatinas en combinación con 
otros medicamentos que disminuyen el colesterol, 
experimentan dolor o debilidad muscular que puede 
convertirse en severa e incluso debilitante. Se ha 
ohservado un número más bien elevado de efectos 
secundarios en pacientes, si bien la mayoría son raros. 
No obstante, para la inmensa mayoría de personas la 
disminución de los riesgos asociados con la enferme- 
dad coronaria debidos al uso de estatinas puede ser 
espectacular. Al igual que con todos los medicamen- 
tos, las estatinas deben utilizarse bajo prescripción y 
control del médico. 
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FIGURA 21-49 Corte de la cadena lateral en la síntesis de las hormo- 
nas esteroideas. E! citocromo P-450 actúa como transportador de elec- 
trones en este sistema monooxigenasa que oxida carbonos adyacentes, 
El proceso también requiere las proteínas de transferencia de electrones 
adrenodoxina y adrenodoxina reductasa. Este sistema de corte de cade- 
nas laterales se encuentra en las mitocondrias de la corteza suprarrenal, 
donde hay una producción muy activa de esteroides. La pregnenolona es 
el precursor de las restantes horrnonas esteroideas (véase la Fig. 21-48). 


sacáridos complejos, y la ubiquinona y la plastoquinona 
que son transportadores electrónicos en la mitocondria 
y los cloroplastos. En conjunto, todas estas moléculas 
son denominadas isoprenoides, En la naturaleza se han 
descubierto más de 20.000 moléculas isoprenoides dife- 
rentes, y otros cientos aparecen cada año. 

La prenilación, unión covalente de un isoprenoide 
(véase la Fig. 27-36) es un mecanismo común por el que 
las proteínas son ancladas a la superficie interna de las 
membranas celulares de mamíferos (véase la Fig. 
11-13). En alguna de estas proteínas el lípido unido es 
el grupo farnesilo de 15 carbonos; otras tienen el grupo 
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FIGURA 21-50 Visión general de la biosíntesis de isoprenoides. Las 
estructuras de la mayoría de productos fimales mostrados se encuentran 
en el Capítulo 10. 


geranilgeranilo de 20 carbonos. Diferentes enzimas 
dos tipos de lípidos. Es posible que las reaccio- 
prenilación dirijan las proteínas a diferentes 
membranas según sea el lípido que se ha unido. La pre- 
nilación de proteínas es otro papel importante de los 
derivados isopreno de la ruta del colesterol. 


RESUMEN 21.4 Biosíntesis de colesterol, esteroides e 
isoprenoides 


E El colesterol se forma a partir del acetil-CoA en una 
serie compleja de reacciones a través de los intermedia- 
rios P-hidroxi-2-metilglutaril-CoA, mevalonato y dos 
isoprenos activados, el dimetilalil pirofosfato y el iso- 
pentenil pirofosfato. La condensación de unidades de 
isopreno produce el compuesto acíclico escualeno, que 
se cicla dando el sistema anular esteroideo y una cadena 
lateral. 

© El colesterol y sus ésteres son transportados en la 
sangre en lipoproteínas plasmáticas. Las VLDL trans- 
portan colesterol, ésteres de colesterol y triacilglicero- 
les desde el hígado a otros tejidos, en donde los triacil- 
gliceroles se degradan por la lipoproteína lipasa, convir- 
tiéndose las VLDL en LDL. Las LDL, ricas en colesterol 
y sus ésteres, son captadas por endocitosis facilitada 
por receptor, en la que la apolipoproteína B-100 de la 
LDL es reconocida por receptores de la membrana plas- 
mática. 

MM La síntesis y transporte del colesterol está bajo un 
complejo control por hormonas, concentraciones intra- 
celulares de colesterol y nivel energético (concentra- 
ción de AMP), La HMG-CoA reductasa está regulada 
alostéricamente y por modificación covalente. Además, 
tanto la velocidad de su síntesis como la de degradación 
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están controladas por un complejo de tres proteínas: 
Insig, SCAP y SREBP, que detectan los niveles de coles- 
terol y desencadenan un incremento de la síntesis o de 
la degradación de la HMG-CoA reductasa. El número de 
receptores de LDL por célula también está regulado por 
el contenido en colesterol. 

E Las condiciones dietéticas o defectos genéticos en 
el metabolismo del colesterol pueden conducir a ate- 
roesclerosis y enfermedad cardíaca. En el transporte 
inverso de colesterol, la HDL elimina colesterol de los 
tejidos periféricos transportándolo al hígado. Al reducir 
el contenido en colesterol de las células espumosas, la 
HDL protege contra la ateroesclerosis. 

E Las hormonas esteroideas (glucocorticoides, mine- 
ralocorticoides y hormonas sexuales) se forman a partir 
del colesterol por alteración de la cadena lateral e intro- 
ducción de átomos de oxigeno en el sistema de anillos 
esteroideo. Además del colesterol existe una gran can- 
tidad de compuestos isoprenoides derivados del meva- 
lonato mediante condensaciones del isopentenil piro- 
fosfato y el dimetilalil pirofosfato. 

MM La prenilación de ciertas proteínas las destina a 
asociarse con membranas celulares, lo que es esencial 
para su actividad biológica. 


El Términos clave 
Todos los términos en negrita están definidos en el glosario. 
malonil-CoA 805 plasmalógeno 827 


acetil-CoA carboxilasa 805 factor activador plaq io 827 

ácido graso sintasa 806 cerebrósido 

proteína transportadora de esfingomielina 0) [p 
acilos (ACP) 808 gangliósido 828 

acil graso-CoA isopreno 830 


mevalonato 832 
P-hidroxi-$-metilglutaril-CoA 


desaturasa 815 
oxidasas de función 


mixta 815 (HMG-CoA) 832 
estearil-ACP desaturasa HMG-CoA sintasa 832 
(SCD) 815 HMG-CoA reductasa 832 
ácidos grasos escualeno 833 
esenciales 815 ácidos biliares 834 
oxigenasas de función ésteres del colesterol 836 
mixta 816 apolipoproteínas 836 


citocromo P-450 816 
prostaglandina 818 


quilomicrón 836 
ruta exógena 837 


ciclooxigenasa (COX) 818 lipoproteína de densidad 
prostaglandina H, muy baja (VLDL) 837 

sintasa 818 lipoproteína de densidad baja 
tromboxano sintasa 819 (LDL) 837 


tromboxano 819 
leucotrieno 819 


ruta endógena 838 
receptores de LDL 838 


mediadores pro-resoluto-  endocitosis facilitada 
rios especializados por receptor 839 
(SPM) 819 lipoproteína de densidad alta 
glicerol 3-fosfato (HDL) 839 
deshidrogenasa 819 transporte inverso 
ciclo del triacilglicerol 822 de colesterol 840 
gliceroneogénesis 829 circulación 


tiazolidinadionas 829 
fosfatidilserima 831 


enterohepática 840 
proteínas de unión a elemen- 


fosfatidilglicerol 831 tos reguladores de este- 
fosfatidiletanolamina 833 roles (SREBP) 841 
cardiolipina 825 proteína activadora de corte 


fosfatidilcolma 825 de SREBP 841 


aterosclerosis 843 
célula espumosa 843 
estatina 843 


proteína génica inducida por 
insulina (Insig) 841 

receptor de X hepático 
(LXR) 841 

receptor de X retinoide 
(RXR) 842 


E Problemas 


1. Ruta del carbono en la síntesis de ácidos grasos. Uti- 
lizando sus conocimientos sobre la biosíntesis de ácidos grasos 
dé una explicación para las siguientes observaciones experi- 
mentales: 

(a) La adición de ['*Clacetil-CoA marcado de manera uni- 
forme a una fracción soluble de hígado da palmitato marcado 
uniformemente con **C, 

(b) Sin embargo, la adición de pequeñas cantidades de 
P*Clacetil-CoA marcado uniformemente en presencia de un 
exceso de malonil-CoA sin marcar a una fracción soluble de 
hígado forma palmitato marcado sólo con **C en C-15 y C-16. 


2. Síntesis de ácidos grasos a partir de glucosa. Después 
de que una persona haya ingerido grandes cantidades de saca- 
rosa, la glucosa y fructosa en exceso de sus requerimientos 
calóricos se transforman en ácidos grasos para la síntesis de 
triacilgliceroles. Esta síntesis de ácidos grasos consume ace- 
til-CoA, ATP y NADPH: ¿Cómo se producen estas sustancias a 
partir de la glucosa? 


Ecuación neta de la síntesis de ácidos grasos. Escriba 

US la biosíntesis de palmitato en el hígado de 

ta, empezando con el acetil-CoA mitocondrial y NADPH, 
ATP y CO, citosólicos. 


4. Ruta del hidrógeno en la síntesis de ácidos gra- 
sos. Considere una preparación que contiene todos los enzi- 
mas y cofactores necesarios para la biosíntesis de ácidos 
grasos a partir de acetil-CoA y malonil-CoA añadidos. 

(a) Si se añaden [2-*H]acetil-CoA (marcado con deuterio, 


isótopo pesado del hidrógeno) 
2H 
Pa 
= ie 
2H S-CoA 


y un exceso de malonil-CoA sin marcar como sustratos, ¿cuán- 
tos átomos de deuterio se incorporarán en cada molécula de 
palmitato? ¿Cuáles serán sus localizaciones? Explíquelo. 

(b) Si se añaden como sustratos acetil-CoA sin marcar y 
[2-H]malonil-CoA, 


2H 
| 2 
-00c —C—C 
| N 
2H S-CoA 


¿cuántos átomos de deuterio se incorporarán en cada mo- 
lécula de palmitato? ¿Cuáles serán sus localizaciones? Explí- 
quelo, 


5. Energética de la 9-cetoacil-ACP sintasa. En la reac- 
ción de condensación catalizada por la 4-cetoacil-ACP sintasa 
(véase la Fig. 21-6) se sintetiza una unidad de cuatro carbonos 
por combinación de una unidad de dos carbonos y una de tres 
carbonos con liberación de CO,. ¿Cuál es la ventaja termodiná- 


Y 


mica de este proceso sobre uno que simplemente combine dos 
unidades de dos carbonos? 


6. Modulación de la acetil-CoA carboxilasa. La ace- 
til-CoA carboxilasa constituye el punto de regulación principal 
en la hiosíntesis de ácidos grasos. Algunas de las propiedades 
del enzima se describen a continuación: 

(a) La adición de citrato o isocitrato aumenta la Vas del 
enzima en un factor de hasta 10. 

(b) El enzima existe en dos formas interconvertibiles que 
difieren marcadamente en sus actividades: 


Protómero (inactivo) == polímero filamentoso (activo) 


El citrato y el isocitrato se fijan preferentemente a la forma 
filamentosa mientras que el palmitil-CoA se fija preferente- 
mente al protómero. 

Explique por qué estas propiedades están de acuerdo con 
el papel regulador de la acetil-CoA carboxilasa en la biosíntesis 
de ácidos grasos. 


7. Paso de los grupos acetilo a través de la membrana 
mitocondrial interna. El grupo acetilo del acetil-CoA, pro- 
ducido por la descarboxilación oxidativa del piruvato en la mi- 
tocondría, se transfiere al citosol por la lanzadera del grupo 
acetilo descrita en la Figura 21-10, 

(a) Escriba la ecuación global para la transferencia de un 
grupo acetilo desde la mitocondria al citosol. 

(b) ¿Cuál es el coste de este proceso en ATP por grupo 
acetilo? 

(c) En el Capítulo 17 encontramos una lanzadera de grupo 
acilo en la transferencia de acil graso-CoA desde 
mitocondria en preparación de su $ oxida TÉR 
17-6). Un resultado de tal lanzadera es Mii separaci Ne 
fondos de CoA mitocondrial y citosólico. ¿Se aimed esto tam- 
bién con la lanzadera del grupo acetilo? Explíquelo. 


8, Necesidades de oxígeno de las desaturasas. La biosín- 
tesis del palmitoleato (véase la Fig. 21-12), ácido graso insatu- 
rado común con un dobie enlace cis en la posición DY, utiliza 
palmitato como precursor. ¿Puede tener lugar la síntesis de 
palmitoleato en condiciones estrictamente anaeróbicas? Ex- 
plíquelo. 


9. Coste energético de la síntesis de triacilglicer- 
oles. Utilice una ecuación neta para la biosíntesis de tripalmi- 
tilglicerol (tripalmitina) a partir de glicerol y palmitato para 
demostrar cuántos ATP se requieren por molécula de tripalmi- 
tina formada. 


10, Recambio de triacilgliceroles en el tejido adi- 
poso. Cuando se añade ['*Clglucosa a la dieta equilibrada de 
ratas adultas no se produce incremento en la cantidad de tria- 
cilgliceroles almacenados a pesar de que los triacilgliceroles 
quedan marcados con ['*C]. Explíquelo. 


11. Coste energético de la síntesis de fosfatidilco- 
lina. Escriba la secuencia de pasos y la reacción neta para la 
biosíntesis de fosfatidilcolina por la ruta de recuperación a 
partir de oleato, palmitato, dihidroxiacetona fosfato y colina. 
Empezando con estos precursores, ¿cuál es el coste (en nú- 
mero de ATP) de la síntesis de fosfatidilcolina por la ruta de 
recuperación? 


12. Ruta de recuperación para la síntesis de fosfatidil- 
colina. Una rata joven mantenida con una dieta deficiente en 
metionina no sobrevive a menos que se le incluya colina en la 
dieta. Explíquelo. 
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13. Síntesis de isopentenil pirofosfato. Si se añade 2 ['*C] 
acetil-CoA a un homogenado de hígado de rata que está sinte- 
tizando colesterol, ¿en dónde aparecerá la marca de **C en el 
A*-isopentenil pirofosfato, la forma activada de ıma subunidad 
de isopreno? 


14. Dadores activados en la síntesis de lípidos. En la 
hiosíntesis de lípidos complejos, los componentes se unen me- 
diante transferencia del grupo adecuado a partir de un dador 
activado. Por ejemplo, el dador activado de grupos acetilo es el 
acetil-CoA. Para cada uno de los grupos siguientes, indique la 
forma del dador activado: (a) fosfato; (b) D-glucosilo; (c) fos- 
foetanolamina, (d) p-galactosilo; (e) acilo graso; (f) metilo; (g) 
el grupo de dos carbonos de la síntesis de ácidos grasos; (h) 
D”-isopentenilo. 


15. Importancia de las grasas en la dieta. Cuando se so- 
meten ratas jóvenes a una dieta totalmente libre de grasas 
crecen poco, desarrollan dermatitis escamosa, pierden el pelo, 
y mueren pronto, síntomas que pueden evitarse si se incluye 
en la dieta linoleato o materia vegetal. ¿Qué es lo que hace que 
el linoleato sea un ácido graso esencial? ¿Por qué la materia 
vegetal es un sustituto? 


16. Regulación de la biosíntesis de colesterol. El coles- 
terol en humanos se puede obtener de la dieta o ser sinteti- 
zado de novo. Un humano adulto que siga una dieta baja en 
colesterol sintetiza normalmente 600 mg de colesterol por día 
en el hígado. Si la cantidad de colesterol en la dieta es grande, 
la síntesis de novo del colesterol se reduce drásticamente. 
¿Cómo se da esta regulación? 


17. Disminución de los niveles séricos de coles- 
l con estatinas Los pacientes tratados con un 
grupo de las estatinas muestran, generalmente, 
una disminución espectacular del colesterol sérico. Sin em- 
bargo, la cantidad del enzima HMG-CoA reductasa presente en 
las células puede aumentar de manera sustancial. Sugiera una 
explicación para este efecto, 


18. Función de los ésteres tiólicos en la biosíntesis del 
colesterol Dibuje un mecanismo para cada una de las tres 
reacciones que se muestran en la Figura 21-34, detallando la 
ruta de síntesis del mevalonato a partir de acetil-CoA. 


19. Efectos secundarios potenciales del trata- 

miento con estatinas Aunque aún no se han reali- 
zado ensayos clínicos que documenten los beneficios o efectos 
secundarios, algunos médicos han sugerido que los pacientes 
tratados con estatinas tomen también un suplemento de coen- 
zima Q. Sugiera las razones de esta recomendación. 


E Problema de análisis de datos 


20. Modificación genética de E. coli para producir 
grandes cantidades de isoprenoide En la naturaleza 
existe una enorme variedad de isoprenoides, algunos de los 
cuales son importantes médica o comercialmente y que se pro- 
ducen a escala industrial. Entre los métodos de producción se 
incluyen la síntesis enzimática in vitro que es un proceso caro 
y con un bajo rendimiento. En 1999, Wang, Oh y Liao publica- 
ron sus experimentos para modificar genéticamente la bacte- 
ria E. coli, de fácil de cultivo, para producir grandes cantidades 
de astaxantina, un isoprenoide de importancia comercial. ' 

La astaxantina es un pigmento carotinoide (un antioxi- 
dante} de color rojo anaranjado producido por algas marinas. 
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Animales marinos tales como las gambas, langostas y algunos 
peces que se alimentan de algas obtienen su color anaranjado 
de la astaxantina ingerida. La astaxantina está compuesta de 
ocho unidades de isopreno; su fórmula molecular es C,,¿H,,0,: 


Astaxantina 


(a) Señale con círculos las ocho unidades isopreno de la 
molécula de astaxantina. Pista: Utilice los grupos metilo sa- 
lientes como guía. 

La astaxantina se sintetiza a través de la ruta que se mues- 
tra en la página siguiente, empezando con A*-isopentenil piro- 
fosfato (IPP). Los pasos @ y @ se muestran en la Figura 
21-36 y la reacción catalizada por la IPP isomerasa se muestra 
en la Figura 21-35. 

(b) En el paso @ de la ruta, se unen dos moléculas de 
geranilgeranil pirofosfato formando fitoeno. ¿Es ésta una 
unión cabeza-cabeza o cabeza-cola? (Véase la Figura 21-36 
para detalles). 

(c)Describa brevemente la transformación química del 
paso Y. ' 

(d) En la síntesis del colesterol (Fig. 21-37) se produce 
una ciclación (cierre de anillos) en la que hay una oxidación 
neta por O,. ¿La ciclación en el paso @ de la ruta sintética de 
la astaxantina requiere una oxidación neta del s o (lico- 
peno)? Explique su razonamiento. (Cop 

E. coli no produce grandes cantidades de mu sopre 
noides y no sintetiza astaxantina. Se sabe que sintetiza peque- 
ñas cantidades de IPP, DMAPP, geranil pirofosfato, farnesil 
pirofosfato y geranilgeranil pirofosfato. Wang y colaboradores 
clonaron diversos genes de E. coli que codifican enzimas ne- 
cesarios para la síntesis de astaxantina en plásmidos que per- 
miten su sobreexpresión. Entre estos genes se cuentan idi, 
que codifica la IPP isomerasa e ¿spA que codifica una prenil 
transferasa que cataliza los pasos (Y y O. 

Ver gráfico en página siguiente 

Para modificar genéticamente un E. coli que sea capaz de 
la ruta completa de la astaxantina, Wang y colaboradores clo- 
naron diversos genes de otras hacterias en plásmidos que per- 
mitiesen la sobreexpresión en E. coli. Entre estos genes se 
encontraban crtE de Erwinia uredovora, que codifica un 
enzima que cataliza el paso @ y criB, crtl, crtY, ertZ y cW 
de Agrobacterium aurantiacum, que codifican los enzimas 
de los pasos O, 8 0.09, 0 y O respectivamente, 


Los investigadores también clonaron el gen gps de Ar- 
chaeoglobus fulgidus, sobreexpresaron este gen en E. coli y 
extrajeron el producto génico. Cuando se hizo reaccionar este 
extracto con ['*C]IPP y DMAPP, o geranil pirofosfato o farnesil 
pirofosfato, sólo se produjo, en todos los casos, geranilgeranil 
pirofosfato marcado con 1C. 

Basándose en estos datos, qué paso o pasos de la ruta es- 
tán catalizados por el enzima codificado en gps? Razone su 
respuesta. 

Wang y colaboradores prepararon seguidamente varias ce- 
pas de E. coli que sobreexpresaban diferentes genes y midie- 
ron el color naranja de las colonias (las colonias de tipo salvaje 
de E. coli son de color hueso) y la cantidad de astaxantina 
producida (medida por su color naranja). Estos resultados se 
muestran a continuación (ND indica no determinado). 


Rendimiento 
Gen(es) Color de astaxantina 
Cepa sobreexpresado(s) naranja (ugg de 
peso seco) 
1  cntBIZYW - ND 
2 cntBIZYW, ispÁ - ND 
3 cntBIZYW, idi - ND 
4 cntBIZYW, idi, ispA - ND 
5  ecntBIZYW, cnE + 32,8 
6 ecnBlZYW, crtE, ispA + 35,3 
7  cnBIZYW, crtE, idi ++ 234,1 
8 cniBIZYW, cniE, idi, ispa +++ 390,3 
9  crtBIZYW, gps + 35,6 
ZYW, gps, idi +++ 1.418,8 


Si compara los resultados de las cepas 1 a 4 con los de las 
cepas 5 a 8, ¿qué puede concluir sobre el nivel de expresión de 
un enzima capaz de catalizar el paso €) de la ruta sintética de 
la astaxantina en E. coli de tipo salvaje? Razone la respuesta. 

Basándose en los datos anteriores, ¿cuál es el enzima limi- 
tante de velocidad de la ruta, la IPP isomerasa o el enzima co- 
dificado en idi? Explíquelo. 

¿Esperaría que una cepa con sobreexpresión de crtBI- 
ZYW, gps y criE produjese niveles de astaxantina bajos (+), 
medios (++) o altos (+++) según las medidas de la coloración 
naranja? Explíquelo. 
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no, el hidrógeno y el oxígeno por su contribución 

a la masa de los seres vivos. La mayor parte de 
este nitrógeno forma parte de aminoácidos y nucleóti- 
dos. En este capítulo estudiamos todos los aspectos del 
metabolismo de los compuestos que contienen nitróge- 
no, excepto el catabolismo de los aminoácidos, descrito 
en el Capítulo 18. 

La exposición conjunta de las rutas biosintéticas 
que conducen a la formación de los aminoácidos y los 
nucleótidos está justificada no sólo porque ambas clases 
de moléculas contienen nitrógeno (que procede de 
fuentes biológicas comunes), sino también porque los 
dos conjuntos de vías están considerablemente interco- 
nectados, con varios intermediarios clave comunes. 
Ciertos aminoácidos, o partes de aminoácidos, se incor- 
poran a la estructura de las purinas y de las pirimidinas, 
y en un caso parte de un anillo de purina se incorpora a 
la estructura de un aminoácido (la histidina). Los dos 
conjuntos de vías metabólicas también comparten 
buena parte de sus características químicas, en especial 
la preponderancia de las reacciones de transferencia de 
nitrógeno o de grupos monocarbonados. 

Las vías que se describen aquí pueden intimidar al 
estudiante que se inicie en el estudio de la bioquímica. 
Su complejidad proviene no tanto de los propios proce- 
sos químicos, que en general se comprenden bien, sino 
del gran número de pasos y de la variedad de los inter- 
mediarios. La mejor manera de abordar estas vías con- 


E nitrógeno se halla tan sólo por detrás del carbo- 


¿_-K____ a e PP o 


siste en no perder de vista los principios metabólicos ya 
discutidos, los precursores e intermediarios clave y los 
tipos comunes de reacciones que tienen lugar. Incluso 
un rápido repaso de la química puede resultar útil, pues 

e las transformaciones químicas menos habi- 

los sistemas biológicos se encuentran en estas 
vías metabólicas; así, encontramos ejemplos destacados 
del uso biológico poco habitual de los metales molibde- 
no, selenio y vanadio. El esfuerzo realizado tiene su 
recompensa, especialmente para los estudiantes de 
medicina o veterinaria. Muchas enfermedades genéticas 
descritas en humanos y animales son debidas a la 
ausencia de uno o más enzimas del metabolismo de 
aminoácidos y nucleótidos y muchos fármacos utiliza- 
dos comúnmente para combatir enfermedades infeccio- 
sas son inhibidores de enzimas de estas vías, así como 
muchos de los agentes más importantes en la quimiote- 
rapia del cáncer. 

La regulación es crucial en la biosíntesis de los corn- 
puestos que contienen nitrógeno. Puesto que los ami- 
noácidos y los nucleótidos se requieren en cantidades 
relativamente pequeñas, el flujo metabólico a través de 
la mayoría de estas vías no tiene la magnitud del flujo 
biosintético de las vías de los glúcidos o de las grasas en 
los tejidos animales. Pero, puesto que los aminoácidos y 
los nucleótidos deben fabricarse en proporciones 
correctas y a un ritmo adecuado para la síntesis de pro- 
teínas y de ácidos nucleicos, sus vías biosintéticas 
deben estar reguladas y coordinadas entre sí de forma 
precisa. Las concentraciones de aminoácidos y nucleó- 
tidos, que son moléculas cargadas, también tienen que 
regularse para mantener el balance electroquímico de la 
célula. Tal como se ha comentado en capítulos anterio- 
res, las vías metabólicas pueden estar reguladas tanto 
por cambios en la actividad como por la cantidad dispo- 
nible de enzimas específicos. Las vías que se presentan 
en este capítulo proporcionan algunos de los ejemplos 
mejor conocidos de regulación de la actividad enzimáti- 
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ca. El control de las cantidades de los diferentes enzi- 
mas en una célula (es decir, de su síntesis y degrada- 
ción) se trata en el Capítulo 28. 


22.1 Visión general del metabolismo 
del nitrógeno 


Las rutas biosintéticas que conducen a los aminoácidos 
y a los nucleótidos comparten la necesidad de nitróge- 
no. Por lo general, los compuestos de nitrógeno solubles 
y utilizables biológicamente escasean en el entorno 
natural. Por este motivo, la mayor parte de organismos 
mantienen una estricta economía en el uso del amonía- 
co, los aminoácidos y los nucleótidos. Veremos, en efec- 
to, que los aminoácidos, las purinas y las pirimidinas, 
libres formados durante el recambio metabólico de 
proteínas y ácidos nucleicos, a menudo se recuperan y 
reutilizan. En primer lugar examinaremos las vías por 
las que se introduce el nitrógeno del medio en los siste- 
mas biológicos. 


El ciclo del nitrógeno mantiene una reserva de nitrógeno 
disponible biológicamente 


La fuente más abundante de nitrógeno es el aire, que en 
sus cuatro quintas partes es nitrógeno molecular (N,). 
Sin embargo, relativamente pocas especies pueden con- 
vertir el nitrógeno atmosférico en formas utilizables por 
los organismos vivos. En la biosfera, los procesos meta- 
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FIGURA 22-1 El ciclo del nitrógeno. La cantidad total de nitrógeno 
fijado anualmente en la biosfera excede los 10" kg. Las reacciones indi- 
cadas con flechas rojas tienen lugar principal o enteramente en medios 
anaerobios. 


50% y el 70% de la conversión del NH, a N, en la bios- 
fera transcurra a través de este proceso, que no se 


bólicos de las diferentes especies actúan de f inter- tectó hasta la década de 1980. Los anaerobios obliga- 
dependiente para recuperar y reutilizar el ui (ON la anamox en OS mal 
disponible biológicamente en un vasto cielo tró- eden proporcionar algunas soluciones 


geno (Fig. 22-1). El primer paso del ciclo consiste en 
la fijación (reducción) del nitrógeno atmosférico por 
bacterias fijadoras de nitrógeno que proporcionan amo- 
níaco (NH, o NH¿). Aunque el amoníaco puede ser uti- 
lizado por la mayor parte de los organismos vivos, las 
bacterias del suelo, que obtienen su energía de la oxida- 
ción del amoníaco a nitrito (NO,) y finalmente a nitrato 
(NO), son tan abundantes y activas que prácticamente 
todo el amoníaco que llega al suelo se oxida a nitrato. 
Este proceso se conoce como nitrificación. Las plan- 
tas y muchas bacterias pueden incorporar y reducir 
Fácilmente nitrato y nitrito a amonícaco por acción de 
las nitrato y nitrito reductasas. Las plantas incorporan 
el amoníaco así formado en forma de aminoácidos. Los 
animales a su vez usan las plantas como fuente de ami- 
noácidos, tanto esenciales como no esenciales, para 
fabricar sus proteínas. Cuando los organismos mueren, 
la degradación microbiana de sus proteínas devuelve el 
amoníaco al suelo en donde bacterias nitrificantes lo 
convierten de nuevo en nitrito y nitrato. Se mantenido 
el equilibrio entre el nitrógeno fijado y el nitrógeno 
atmosférico por las bacterias que convierten el nitrato 
en N, en condiciones anaeróbicas, proceso denominado 
desnitrificación (Fig. 22-1). Estas bacterias del suelo 
utilizan NO; en lugar de O, como aceptor final de elec- 
trones en una serie de reacciones que (al igual que la 
fosforilación oxidativa) generan un gradiente protónico 
transmembrana, que se aprovecha para sintetizar ATP. 
El ciclo del nitrógeno es cortocircuitado por un 
grupo de bacterias que llevan a cabo la oxidación anae- 
robia del amoníaco, o anamox, (Fig. 22-1), proceso que 
convierte amoníaco y nitrito en N,. Puede que entre el 


eficaces para los problemas de tratamiento de residuos 
(Recuadro 22-1). 

Examinamos a continuación el proceso que genera 
el amoníaco que se incorpora en los microorganismos, 
plantas y animales que los consumen. 

Más del 90% del NH; generado por las plantas vas- 
culares, las algas y los microorganismos procede de la 
asimilación de nitrato, un proceso en dos etapas. Prime- 
ro, el NO, se reduce a NO; por la nitrato reductasa, a 
continuación el NO; es reduce a NH; en una trasferen- 
cia de seis electrones catalizada por la nitrito reducta- 
sa (Fig. 22-2). Ambas reacciones ponen en juego 
cadenas de transportadores de electrones y cofactores 
que aún no se han identificado. La nitrato reductasa es 
una proteína soluble de gran tamaño (M_ 220.000). En 
el enzima, un par de electrones cedidos por el NADH 
fluye a través de grupos —SH de la cisteina, FAD y un 
citocromo (cyt b), y a continuación, a través de un 
nuevo cofactor que contiene molihdeno antes de redu- 
cir el sustrato NO; a NO; 

La mitrito reductasa de las plantas se encuentra en 
los cloroplastos y recibe sus electrones de la ferredoxi- 
naa (que se reduce en las reacciones dependientes de 
luz de la fotosíntesis; véase la Sección 19.8). Seis elec- 
trones, cedidos uno a uno por la ferredoxina, pasan a 
través de un centro 48-4Fe del enzima, a continuación 
a través de una nueva molécula tipo hemo (sirohemo) 
antes de reducir el NO, a NH; (Figura 22-2). En los 
microbios no fotosintéticos, el NADPH suministra los 
electrones para esta reacción. 

La actividad humana representa una amenaza 
creciente para el balance global del nitrógeno, y para 
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todas las formas de vida que dependen de este balance. 
El nitrógeno fijado usado en la agricultura, principal- 
mente en forma de fertilizantes, actualmente aporta 
tanto amoniaco y otras especies reactivas de nitrógeno 


a la biosfera como hacen los procesos naturales, y_la 
actividad industrial libera nitrógeno ræ i IN 
en la atmósfera. El control de los efedte ag) 


les seguirá siendo un aspecto importante del esfuerzo 
para aumentar el suministro de alimentos para una 
población humana en expansión. 


Enzimas del complejo de la nitrogenasa fijan el nitrógeno 


La dispombilidad de nitrógeno fijado, un nutriente esen- 
cial, puede haber limitado el tamaño de la biosfera pri- 
mordial. A medida que las células primitivas adquirieron 
la capacidad para fijar nitrógeno atmosférico, la biosfera 
se expandió. Se han encontrado evidencias de fijación 
biológica de nitrógeno en rocas sedimentarias de más 
de 3000 millones de amtigiúedad. 

En la actualidad sólo algunas bacterias y arquebac- 
terias pueden fijar el N, atmosférico. Estos organismos, 
llamados diazótrofos, incluyen las cianobacterias del 
suelo y de las aguas dulces y saladas, las arquea meta- 
nogénicas (anaerobios estrictos que obtienen energía y 
carbono convirtiendo H, y CO, en metano), otros tipos 
de bacterias del suelo, tales como algunas especies de 
Azotobacter, y las bacterias fijadoras de nitrógeno que 
viven como simbiontes en los nódulos de las raíces de 
las plantas leguminosas. El primer producto importante 
de la fijación del nitrógeno es el amoníaco, que puede 
ser utilizado por todos los organismos, ya sea directa- 
mente o tras su conversión en otros compuestos solu- 
bles, tales como nitritos, nitratos o aminoácidos. 

La reducción de! nitrógeno a amoníaco es una reac- 
ción exergómica: 


N, + 3H, — 2NH3 AG” = —33,5 kJ/mol 


HOOC 


papel central. El NADH es el dador 
"o Q de electrones. (b) La nitrito reduc- 
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nitrato reductasa en NH; en un pro- 

ceso de transferencia de seis elec- 

COOH trones y ocho protones, en el que el 
centro metálico de sirohemo trans- 


COOH 


porta electrones y los grupos car- 
boxilo del sirohemo pueden ceder 
protones. La fuente inicial de elec- 
trones es la ferredoxina reducida. 
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Sin embargo, el triple enlace N=N es muy estable, con 
una energía de enlace de 930 kJ/mol. La fijación del 
nitrógeno tiene, por tanto, una energía de activación 
extremadamente alta que hace que el nitrógeno atmos- 
férico sea prácticamente inerte en condiciones norma- 
les. El amoníaco se produce industrialmente por el 
O Nhiento de Haber (llamado así porque su descu- 
ridor fue Fritz Haber), que requiere temperaturas 
entre 400 y 500 *C y presiones de nitrógeno e hidrógeno 
de decenas de miles de kilopascales (varios centenares 
de atmósferas) para conseguir la energía de activación 
necesaria. Sin embargo, la fijación biológica del nitróge- 
no tiene lugar a temperaturas biológicas y a 0,8 atm de 
nitrógeno, por lo que la elevada barrera de activación 
debe superarse por otros medios. Esto se consigue, al 
menos en parte, por la unión y la hidrólisis del ATP. La 
reacción global puede escribirse así 


Na + 10H? + 8e” + 164ATP —> 
2NHZ + 168ADP + 16P, + Ho 


La fijación biológica de nitrógeno se realiza por un comple- 
jo de proteínas muy conservado, denominado complejo 
de la nitrogenasa; sus componentes clave son la dini- 
trogenasa reductasa y la dinitrogenasa (Fig. 22-3a). 
La dinitrogenasa reductasa (M. 60.000) es un dímero 
formado por dos subunidades idénticas. Contiene un 
único centro redox del tipo 4Fe-4S (véase la Fig. 19-5), 
unido entre las subunidades, que puede ser oxidado y 
reducido por un electrón. Tiene también dos sitios de 
unión de ATP/ADP (un sitio en cada subunidad). La 
dinitrogensa (M, 240.000) es un tetrámero aĝ, que 
contiene dos cofactores con Fe que transfieren electro- 
nes (Fig. 22-3b). Uno de ellos, el agregado P, tiene un 
par de centros 4Fe-4S, que comparten un átomo de 
azufre, formando un centro 8Fe-78. El segundo cofactor 
de la dinitrogenasa, el cofactor FeMo, es una nueva 
estructura compuesta de 7 átomos de Fe, 9 átomos de S 
inorgánico, una cadena lateral de Cys y un único átomo 
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RECUADRO 22-1 


En nuestra cualidad de aerobios, fácilmente pode- 
mos pasar por alto las bacterias y arqueas que pros- 
peran en medios anaeróbicos. Aunque raramente 
considerados en los textos de bioquímica general, 
estos organismos representan una gran parte de la 
biomasa del planeta, y su contribución al balance del 
carbono y el nitrógeno en la biosfera es esencial para 
todas las formas de vida. 

Tal como se ha analizado en capítulos anteriores, 
la energía necesaria para el mantenimiento de los 
sistemas vivientes depende de la generación de gra- 
dientes de protones a través de membranas. Los 
electrones procedentes de un sustrato reducido son 
transferidos sucesivamente a una serie de transpor- 
tadores de electrones en las membranas pasan a 
través de una serie de transferencias de electrones 
hasta un aceptor final de electrones. Los protones 
son un producto secundario de este proceso que se 
acumulan a un lado de la membrana, generando un 
gradiente de protones transmembrana. El gradiente 
de protones se utiliza para sintetizar ATP o para 
impulsar otros procesos que requieren energía. Para 
todos los eucariotas, el sustrato reducido es general- 
mente un glúcido (glucosa o piruvato) o un ácido 
graso y el aceptor de electrones el oxígeno. 

Muchas bacterias y arquea son mucho más ver- 
sátiles. En medios anaeróbicos, como los sedimentos 
marinos o de agua dulce, la variedad de estrate 
vitales es extraordinaria, Prácticamente 
par redox puede ser una fuente de energía! 
algún organismo o grupo de organismos pocialla- 
do. Por ejemplo, un gran número de bacterias litótro- 
fas (un litótrofo es un quimiótrofo que utiliza fuentes 
de energía inorgánicas; véase la Fig. 1-5) poseen una 
hidrogenasa que utiliza hidrógeno molecular para 
reducir el NAD*: 


H, + NAD: 22£22, NADH + H- 


El NADH es una fuente de electrones para diversos 
aceptores de electrones unidos a membrana y genera 
el gradiente de protones necesario para la síntesis de 
ATP. Otros litótrofos oxidan compuestos de azufre 


FIGURA 1 Las reacciones anamox, El amoníaco y la 
hidroxilamina se convierten en hidracina y H,O por la 
hidracina hidroxilasa y la hidracina es oxidada por el 
enzima oxidante de hidracina, generando N, y proto- 
nes. Los protones generan un gradiente de protones 
para la síntesis de ATP. En el exterior del anamosoma, 
se usan los protones por el enzima reductor de nitri- 
tos, produciendo hidroxilamina con lo que se cierra el 
cicio. Todos los enzimas anamox están contenidos en 
la membrana del anamosoma. 
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Estilos de vida poco comunes de lo invisible pero abundante 


(H,S, azufre elemental o tiosulfato) o hierro ferroso. 
Un grupo de arqueas ampliamente distribuido llama- 
das metanógenas, todas estrictamente ánaerobias, 
obtienen energía de la reducción del CO, a metano. 
Esta es sólo una pequeña muestra de lo que los orga- 
nismos anaeróbicos son capaces de hacer para pros- 
perar. Sus rutas metabólicas están repletas de reac- 
ciones interesantes y de cofactores altamente espe- 
cializados desconocidos en nuestro mundo de aero- 
bios obligados. El estudio de estos organismos puede 
procurar resultados prácticos. También puede ayu- 
dar a la comprensión del origen de la vida en la tierra 
primitiva, en una atmósfera carente de oxígeno mole- 
cular. 

El ciclo del nitrógeno depende de una amplia 
variedad de bacterias especializadas. Existen dos 
grupos de bacterias nitrificantes: las que oxidan el 
amoníaco a nitritos y las que oxidan los nitritos resul- 
tantes a nitratos (véase la Fig. 22-1). Después del O,, 
el nitrato es el segundo aceptor de electrones bioló- 
gico más utilizado, y muchas bacterias y arquea pue- 
den catalizar la desnitrificación de los nitratos a 
nitrógeno, que a continuación las bacterias fijadoras 
de nitrógeno convierten de nuevo en amoníaco. El 
amoníaco es uno de los principales contaminantes de 
las aguas residuales y de los residuos de las granjas 
de animales y es un producto secundario de la mdus- 

la de los fertilizantes y del refinado del petróleo. 

ANTAS N atamiento de residuos utilizan gene- 

midades de bacterias nitrificantes y 
desmitrificantes para convertir el amoníaco en nitró- 
geno atmosférico. El proceso es caro y requiere car- 
bono orgánico y oxígeno. 

En las décadas de 1960 y 1970 aparecieron algu- 
nos artículos científicos que sugerían que el amonía- 
co podía oxidarse a nitrógeno anaeróbicamente, uti- 
lizando nitrito como aceptor de electrones; este pro- 
ceso se denominó anamox. Estos resultados recibie- 
ron poca atención hasta que las bacterias que reali- 
zan este proceso fueron descubiertas en una instala- 
ción de tratamiento de desechos en Delft, Holanda, a 
mediados de la década de 1980. Un equipo de 


FIGURA 2 (a) Lípidos laderanos de la membrana del anamo- 
soma. Se desconoce el mecanismo de síntesis del anilla de cliclo- 
butano inestable. (b) Las laderanos pueden apilarse para formar 


microbiólogos holandeses, liderado por Gijs Kuenen 
and Mike Jetten, empezó a estudiar estas bacterias, 
que pronto fueron identificadas como pertenecientes 
a un filum bacteriano poco común, los Plantomicetos. 
Seguirían algunos resultados sorprendentes, 

La bioquímica del proceso anamox fue descu- 
briéndose poco a poco (Fig. 1). La hidracina (N,H 
una molécula muy reactiva, utilizad PR 
ble para cohetes, fue un intermediario į 
hidracina, como molécula pequeña, eś z - 
tóxica y difícil de almacenar. Difunde fips a 
través de las membranas fosfolipídicas. Las bacterias 
anamox resuelven este problema secuestrando la 
hidracina en un orgánulo especializado, denominado 
anamoxoma, La membrana de este orgánulo está 
compuesta de lípidos conocidos como laderanos 
(Fig. 2), nunca antes encontrados en ningún organis- 
mo. Los anillos fusionados de cliciobutano de los 
laderano se apilan formando una barrera muy densa 
que dificulta notablemente la liberación de hidracina. 
Los anillos de ciclobutano se encuentran bajo tensión 
y son difíciles de sintetizar; aún no se conoce el 
mecanismo bacteriano para la síntesis de estos lípi- 
dos. 

El descubrimiento del anamosoma fue sorpren- 
dente. Las células bacterianas generalmente no 
poseen compartimientos y la falta de un núcleo limi- 
tado por una membrana se considera a menudo como 
la distinción fundamental entre los eucariotas y las 
bacterias. La presencia de orgánulos en una bacteria 
ya es de por sí suficientemente destacable, pero los 
plantomicetos también tienen un núcleo: su DNA 
cromosómico se encuentra en el interior de una 
membrana (Fig. 3). El descubrimiento de esta orga- 
nización subcelular ha impulsado la investigación 
para localizar el origen de los plantomicetos y la evo- 
lución del núcleo eucariótico. Los plantomicetos son 
una línea bacteriana antigua con múltiples géneros, 
tres de los cuales realizan las reacciones anamox. El 
estudio continuado de este grupo puede acercarnos 
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una estructura de membrana muy densa, impermeable e hidrofó- 
bica, que permite el secuestra de la hidracina producida en las 
reacciones anamox., 


a un objetivo clave de la biología evolutiva: la descrip- 
ción del organismo afectuosamente denominado 
LUCA, el último antepasado común universal de 
todas las formas de vida de nuestro planeta. 

Por el momento, las bacterias anamox represen- 
tan un avance fundamental en el tratamiento de 
residuos, reduciendo el coste de la eliminación del 
amoníaco en un 90% (se suprimen por completo las 


TON: desnitrificación tradicionales y los costes 


ión asociados a la nitrificación son menores) 

y la liberación de productos secundarios contaminan- 

de Claramente, una mayor familiaridad con las 

potencialidades de las bacterias para la biosfera 

puede resultar rentable a la hora de afrontar los 
desafíos ambientales de siglo XXI. 


0,2 pm 


FIGURA 3 Microfotografía electrónica de transmisión de una sec- 
ción transversal de Gemmata obscurigiobus, que muestra el DNA en 
un núcieo (N) con envoltura nuclear (NE). Las bacterias del género 
Gemmata (Filum Planctomicetos) no realizan reacciones anamox. 
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FIGURA 22-3 Enzimas y cofactores del complejo de la nitrogenasa. 
(PDB ID 1FP6 y PDB ID 1MIN) (a) El holoenzima consiste en das molé- 
culas idénticas de dinitrogenasa reductasa (verde), cada una con un cen- 
tro redox 4Fe-45 y sitios de unión para dos ATP y dos heterodimeros de 
dinitrogenasa (púrpura y azul), cada uno con un agregado P (centro 
Fe-5) y un cofactor FeMo. En esta estructura el ADP está unido al sitio 
ATP para mejorar la estabilidad del cristal. (b) Cofactores de transferen- 
cía de electrones. El agregado AP se muestra aquí en sus formas redu- 


de carbono en el centro del agregado Fes. OR 
molibdeno también forma parte del cofactor, con ligan- 


dos que incluyen tres átomos de $ inorgánico, una cade- 
na lateral de His y dos átomos de oxígeno de una molé- 
cula de homocitrato, que es parte esencial del cofactor 
FeMo. También hay una forma de nitrogenasa que con- 
tiene vanadio en lugar de molibdeno mientras que algu- 
nas especies de bacterias pueden producir ambos tipos. 
El enzima que contiene vanadio puede ser el sistema 
principal de fijación de nitrógeno en algunas condicio- 
nes ambientales. La nitrogenasa de vanadio de Azoto- 
bacter vinelandii tiene la notable capacidad de catali- 
zar la reducción del monóxido de carbono (CO) a etile- 
no (C,H,), etano y propano. 

La fijación del mitrógeno se lleva a cabo por una 
forma altamente reducida de la dinitrogenasa y precisa 
ocho electrones: seis para la reducción del N, y dos para 
formar una molécula de H,. La producción de H, es 
parte obligada del mecanismo de reacción, pero se des- 
conoce su papel hiológico en el proceso. 

La dinitrogenasa se reduce por transferencia de 
electrones procedentes de la dinitrogenasa reductasa 
(Fig. 224). El tetrámero de la dinitrogenasa tiene dos 
sitios de unión para la reductasa. Los ocho electrones 
necesarios se transfieren desde la reductasa a la dinitro- 
genasa de uno en uno: una molécula de reductasa redu- 
cida se une a la dimitrogenasa y le transfiere un único 
electrón y a continuación la forma oxidada de la reduc- 
tasa se disocia de la dinitrogenasa en un ciclo repetitivo. 
Cada vuelta del ciclo precisa la hidrólisis de dos molécu- 
las de ATP por la reductasa dimérica. La fuente inme- 
diata de electrones para reducir la dinitrogenasa reduc- 
tasa es variable, pudiéndose utilizar ferredoxina redu- 


(b) 


Cotactor FeMo 


Homocitrato 


a-His?95 


cida (arriba) y oxidada (en medio). El cofactor FeMo (abajo) posee un 
átomo de Mo con tres ligandos 5, un ligando His y dos ligandos oxígeno 
de una molécula de homocitrato. En algunos organismos, un átomo de 
vanadio substituye al átomo de Mo (el Fe se muestra en naranja y el S 
en amarillo). [Fuentes: (a) PDB ID 1N2C, H. Schindelin et al, Nature 
387:370, 1997. (b) Pred : PBD ID 3 MIN, and Pox: PBD ID 2 MIN, JW. 
Peters et al., Biochemistry 36:1181, 1997; FeMo cofactor PDB ID IMIN, O. 
Einsle et al., Science 297:1696, 2002.] 


Sección 19.8), flavodoxina reducida y 

otras fuentes. En al menos una especie, la fuente 

última de electrones para reducir la ferredoxina es el 
piruvato (Fig. 22-4). 

El papel del ATP en este proceso es poco común. 
Recuérdese que el ATP puede proporcionar no sólo 
energía química, a través de la hidrólisis de uno o más 
de sus enlaces fosfoanhídrido, sino también energía de 
enlace mediante interacciones no covalentes que dismi- 
nuyen la energía de activación. En la reacción llevada a 
cabo por la dinitrogenasa reductasa tanto la unión del 
ATP como la hidrólisis del ATP provocan cambios de 
conformación de la proteína que ayudan a superar la 
elevada energía de activación de la fijación del nitróge- 
no. La unión de dos moléculas de ATP a la reductasa 
desplaza el potencial de reducción (£””) de esta protef- 
na de -300 a -420 mV, un incremento de su potencial 
reductor que es necesario para transferir electrones al 
N, a través de la dinitrogenasa; el potencial de reduc- 
ción estándar de la smi-reacción N, + 6H* + 6e- — 2NH, 
es -0,34 V. Las moléculas de ATP se hidrolizan a conti- 
nuación, justo antes de la transferencia efectiva de un 
electrón a la dinitrogenasa. 

La unión y la hidrólisis del ATP cambian la confor- 
mación de la nitrogenasa reductasa en dos regiones, 
que son estructuralmente homólogas de las regiones 
interruptor 1 e interruptor 2 de las proteínas de unión 
de GTP, implicadas en la señalización biológica (véase el 
recuadro 12-2). La unión del ATP produce un cambio 
conformacional que aproxima el centro 4Fe-4S de la 
reductasa al agregado P de la dinitrogenasa (alejado 
entre 18 Å y 14 Å), que facilita la transferencia de elec- 
trones entre la reductasa y la dinitrogenasa. No se cono- 


4 CoA + 4CO, + 
4 piruvato 4 acetil-CoA 
Be” 


16 ADP 


8 Dinitrogenasa 
reductasa (oxidada) 
+ 16ATP 


Dinitrogenase 
(oxidized) 


H3 


FIGURA 22-4 Ruta de los electrones en la fijación del nitrógeno por 
el complejo de la nitrogenasa. Los electrones se transfieren del piruvato 
a la dinitrogenasa a través de la ferredoxina (o flavodoxina) y ta dinitro- 
genasa reductasa, La dinitrogenasa reductasa reduce a la dinitrogenasa 
con un electrón cada vez. Se requieren al menos seis electrones para 
fijar una molécula de N,. Se usan dos electrones adicionales para reducir 
2H” a H, en un proceso que acompaña obligatoriamente a la fijación de! 
nitrógeno en los anaerobios. Ello hace un total de ocho electrones por 
molécula de N,). La estructura de las subunidades y los cofactores metá- 
licos de las proteínas dinitrogenasa reductasa y dinitrogenmasa se descri- 
ben en el texto y en la Figura 22-3. 


cen con seguridad los detalles de la transferencia de 
electrones desde el agregado P al cofactor FeMo, ni la 
manera cómo la nitrogenasa acumula ocho electrones ni 
cuales son los intermediarios de la reacción. Se están 
investigando dos hipótesis razonables, ambas con el 
átomo de Mo en el papel central (Fig. 22-5). 

El complejo de la nitrogenasa es extremada- 
mente inestable en presencia de oxígeno. La reductasa 
se inactiva en contacto con el aire, con una vida media 
de 30 segundos; la dinitrogenasa tiene una vida media 
de solo 10 minutos en contacto con el aire. Las bacterias 
libres que fijan nitrógeno solucionan este problema de 
diferentes maneras. Algunas viven solamente en condi- 
ciones anaeróbicas o reprimen la síntesis de la nitroge- 
nasa en presencia de oxígeno. Algunas bacterias aeróbi- 
cas, tales como Azotobacter vinelandii, desacoplan 
parcialmente el transporte electrónico de la síntesis de 
ATP, de manera que el oxígeno se quema tan pronto 
entra en la célula (véase el Recuadro 19-1). De hecho, 
cuando fijan nitrógeno los cultivos de estas bacterias se 
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FIGURA 22-5 Dos hipótesis razonables de los intermediarios impli- 
cados en la reducción del N,. El cofactor FeMo (abreviado como M) 
juega un papel central en ambos escenarios, uniéndose directamente a 
uno de los átomos de nitrógeno del N, y permaneciendo unido a lo largo 
de la secuencia de reacciones de reducción. (Fuente: información de L. 
C. Seefeldt et al, Annu. Rev. Biochem. 78:701, 2009, Fig. 9.] 


calientan como resultado de sus esfuerzos para eliminar 
el oxígeno. 

La relación simbiótica entre las plantas leguminosas 
y las bacterias fijadoras de nitrógeno en los nódulos de 
sus raíces (Fig. 22-6} resuelve a la vez las necesidades 
energéticas y la labilidad del complejo de la nitrogenasa 


oxígeno. La energía necesaria para la fijación 
A eno fue probablemente la fuerza impulsora 
que a lo largo de la evolución condujo a esta asociación 
de plantas y bacterias. Las bacterias en los nódulos de 
las raíces tienen acceso a una gran reserva de energía 
en forma de abundantes glúcidos e intermediarios del 
ciclo del ácido cítrico suministrados por la planta. Ello 
permite a las bacterias fijar centenares de veces más 
nitrógeno que sus parientes próximos que viven libres 
en el suelo. Para solventar el problema de la toxicidad 
del oxígeno, las bacterias de los nódulos de las raíces 
están inmersas en una disolución de una hemoproteína 
fijadora de oxígeno, denominada leghemoglobina, 
producida por la planta (aunque el grupo hemo puede 
que sea proporcionado por la bacteria). La leghemoglo- 
bina fija todo el oxígeno a su alcance, de manera que 
éste no puede interferir con la fijación del nitrógeno y, a 
la vez, suministra eficazmente el oxígeno al sistema de 
transporte de electrones de la bacteria. El beneficio 
para la planta, por supuesto, es un suministro rápido de 
nitrógeno reducido. De hecho, los simbiontes bacteria- 
nos producen generalmente más NH, del necesario para 
su compañero simbiótico; el exceso se libera al suelo. La 
eficiencia de la simbiosis entre los vegetales y las hacte- 
rias resulta evidente por el enriquecimiento en nitróge- 
no del suelo propiciado por las plantas leguminosas. 
Este enriquecimiento del suelo en NH, es la base de los 
métodos de rotación de cosechas en los que el cultivo 
de plantas no leguminosas (tales como el maíz), que 
aprovechan el nitrógeno fijado presente en el suelo, se 
alterna cada pocos años con cultivos de leguminosas 
como la alfalfa, los guisantes o el trébol. 
La fijación del nitrógeno es energéticamente costo- 
sa: 16 ATP y 8 pares de electrones para obtener sólo 2 
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FIGURA 22-6 Nódulos fijadores de nitrógeno. (a) 
Nódulos fijadores de nitrógeno en las raíces del gui- 
sante común, Pisum saliva, una leguminosa. La flor 
de esta planta se muestra en el recuadro. (b) Micro- 
grafía electrónica coloreada artificialmente de un 
corte delgado de un nódulo de la raíz del guisante. 
Bacterias simbiontes fijadoras de nitrógeno, o bacte- 
roides (en rojo), viven en el interior desias células de 
los nódulos, envueltas por la membrana peribacte- 
roide (en azul). Los bacteroides producen el complejo 
de la nitrogenasa, que convierte el nitrógeno atmos- 
férico (N,) en amonio (NH,*); sin los bacteroides la 
planta es incapaz de utilizar N,. Las células infectadas 
de la raíz proporcionan algunos factores esenciales 
para la fijación del nitrógeno, entre ellos la leghemog- 
lobina; esta hemoproteína tiene una afinidad muy 
elevada por el oxigeno, que es un potente inhibidor 
de la nitrogenasa. (El núcieo de la célula se muestra 
en verde/amarillo. En esta micrografía no son visibles 
otros orgánulos de las células de la raíz infectadas, 
que se hallan normalmente en las células vegetales ) 
[Fuente: (a,b) Jeremy Burges/Fuente de Science.] 


NH,. No es sorprendente, por tanto, que el proceso esté 
estrictamente regulado para que el NH, se produzca 
sólo cuando sea necesario. La [ADP] elevada, un indica- 
dor de una baja [ATP], es un fuerte inhibidor de la nitro- 
genasa. El NH; reprime la expresión de los -20 genes 
de fijación del nitrógeno (nif), bloqueando eficazmente 
la ruta. Algunos diazótrofos uutilizan la modificación 
covalente de la nitrogenasa para controlar la fjarión del 
nitrógeno en respuesta a la disponibilidad dé N O n 
medio. La trasferencia de un grupo ADP-ribósitó “de 
NADH a un residuo Arg específico de la nitrogenasa 
reductasa bloquea la fijación de N, en Rhodospirillum, 
por ejemplo. Esta es la misma modificación covalente 
que vimos para la inhibición de las proteínas G por las 
toxinas del cólera y pertussis (véase el Recuadro 12-2). 

La fijación del nitrógeno es objeto de intensos estu- 
dios debido a su enorme importancia práctica. La pro- 
ducción industrial de amoníaco para su utilización en 
fertilizantes necesita mucha energía, lo que ha estimu- 
lado los esfuerzos para desarrollar organismos recombi- 
nantes o transgénicos capaces de fijar el nitrógeno. En 
principio, las técnicas del DNA recombiante (Capítulo 
9) podrían utilizarse para transferir el DNA que codifica 
los enzimas de la fijación del nitrógeno a bacterias no 
fijadoras de nitrógeno y a plantas. Sin embargo, estos 
genes por sí solos no son suficientes. Alrededor de 20 
genes son esenciales para actividad de la nitrogenasa en 
las bacterias, muchos de ellos implicados en la síntesis, 
el ensamblaje y la inserción de los cofactores. También 
hay el problema de proteger el enzima en su nueva loca- 
lización del efecto destructor del oxígeno. Los proble- 
mas del diseño de nuevas plantas fijadoras de nitrógeno 
son formidahles. El éxito de estos esfuerzos dependerá 
de la solución del problema de la toxicidad del oxígeno 
en cualquier célula que produzca nitrogenasa. 


El amoníaco se incorpora a las biomoléculas a través 
del glutamato y la glutamina 


El nitrógeno reducido en forma NH; se incorpora pri- 
mero a los aminoácidos y posteriormente a otras biomo- 
léculas que contienen nitrógeno. Dos aminoácidos, 


ey) 


glutamato y glutamina, constituyen el punto crítico 
de entrada. Recuerde que estos dos mismos aminoáci- 
dos tienen un papel central en el catabolismo del amo- 
níaco y de los grupos amino en la oxidación de los ami- 
noácidos (Capítulo 18). El glutamato es la fuente de 
grupos amino de la mayor parte de los aminoácidos 
restantes, a través de reacciones de transaminación (la 


\ acción inversa de la que se muestra en la Fig. 18-4). 


Y APA dico de la glutamina es una fuente de 
grúpo una amplia gama de procesos biosin- 
téticos. En la mayoría de tipos celulares, y de fluidos 
extracelulares en los organismos superiores, uno de 
estos aminoácidos o los dos están presentes en concen- 
traciones más elevadas, a veces un orden de magnitud o 
más, que los otros aminoácidos. Una célula de Escheri- 
chia coli necesita tanto glutamato que este aminoácido 
resulta ser uno de los principales solutos del citosol. Su 
concentración está regulada, no sólo en respuesta a las 
necesidades de nitrógeno por parte de la célula, sino 
también para mantener el equilibrio osmótico entre el 
citosol y el medio externo. 

Las vías biosmtéticas que conducen al glutamato y 
a la glutamina son sencillas y todos o algunos de sus 
pasos se encuentran en la mayoría de organismos. La 
vía más importante para la incorporación del NH; en el 
glutamato requiere dos reacciones. Primero, la gluta- 
mina sintetasa cataliza la reacción del glutamato y el 
NH; para dar glutamina. Esta reacción tiene lugar en 
dos pasos, con el y-glutamil fosfato unido ai enzima 
como intermediario (véase la Fig. 18-8): 


(1) Glutamato + ATP —— 
~-glutamil fosfato + ADP 


(2) y-Glutamil fosfato + NH; — 
glutamina + P, + H* 


Suma: Glutamato + NH; + ATP —— 
glutamina + ADP + P, + H* (22-1) 


La glutamina sintetasa se encuentra en todos los orga- 
nismos. Además de su importancia para la asimilación 
del NH; en las bacterias, esta reacción tiene un papel 


central en el metabolismo de los aminoácidos en los 
mamiferos, al convertir el NH; libre, que es tóxico, en 
glutamina para su transporte en la sangre (Capítulo 18). 

En las bacterias y en las plantas, el glutamato se 
produce a partir de la glutamina en una reacción catali- 
zada por la glutamato sintasa. (Un nombre alternativo 
para este enzima es glutamato:oxoglutarato amino- 
transferasa, cuyo acrónimo GOGAT, también se usa para 
designar el enzima). El a-cetoglutarato, un intermedia- 
rio del ciclo del ácido cítrico, experimenta una amina- 
ción reductora, utilizando glutamina como dador de 
nitrógeno: 


o:-Cetoglutarato + glutamina + NADPH + H* —— 
2 glutamato + NADP* (22-2) 


La reacción global de la glutamina sintetasa y de la glu- 
tamato sintasa (Ecs. 22-1 y 22-2) es: 


a-Cetoglutarato + NH; + NADPH + ATP —— 
L-glutamato + NADP* + ADP + P, 


Los animales carecen de glutamato sintasa; no obstante, 
el glutamato se mantiene a niveles elevados por proce- 
sos tales como la transaminación del a-cetoglutarato 
durante el catabolismo de los aminoácidos. 

El glutamato también se puede formar, aunque en 
menor medida, por otra vía: la reacción del a-cetogluta- 
rato y el NH; para formar glutamato en un solo paso. 
Está catalizada por la L-glutamato deshidrogenasa, un 
enzima presente en todos los organismos. El poder 
reductor lo proporciona el NADPH: 


ao-Cetoglutarato + NH; + NADPH 
L-glutama 


Encontramos esta reacción en el catabolismo de los 
aminoácidos (véase la Fig. 18-7). En las células eucarió- 
ticas, la L-glutamato deshidrogenasa se localiza en la 
matriz mitocondrial. El equilibrio de la reacción favore- 
ce a los reactivos, y la K para el NH; (-1 mm) es tan 
alta que probablemente la contribución de la reacción a 
la asimilación del NH; en los aminoácidos y otros meta- 
bolitos es muy pequeña. (Recuerde que la reacción de 
la glutamato deshidrogenasa, en sentido contrario 
(véase la Fig. 18-10), es una fuente de NH; para el ciclo 
de la urea.) Unas concentraciones de NH; suficiente- 
mente elevadas para que la reacción de la glutamato 
deshidrogenasa contribuya de manera significativa a los 
niveles de glutamato se obtienen solamente cuando se 
añade NH, al suelo o cuando los microorganismos cre- 
cen en el laboratorio en presencia de concentraciones 
elevadas de NH,. En general, las bacterias del suelo y las 
plantas utilizan la vía de los dos enzimas, descrita ante- 
riormente (Ecs. 22-1, 22-2). 


La glutamina sintetasa es un punto de regulación 
primario del metabolismo del nitrógeno 


La actividad de la glutamina sintetasa está regulada en 
prácticamente todos los organismos, lo que no es sor- 
prendente si consideramos su papel metabólico central 
como punto de entrada del nitrógeno reducido. En las 
bacterias entéricas tales como Escherichia coli la regu- 
lación es sumamente compleja. El enzima de tipo I (de 
las bacterias) está formado por 12 subunidades idénti- 
cas de M, 50.000 (Fig. 22-7) y está regulado alostérica- 
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FIGURA 22-7 Estructura en subunidades de la glutamina sintetasa 
bacteriana tipo l. Esta vista muestra 6 de las 12 subunidades idénticas; 
una segunda capa de 6 subunidades se encuentra por debajo de las seis 
mostradas. Cada una de las 12 subunidades tiene un sitio activo, donde 
se unen el ATP y el glutamato en orientaciones que favorecen la transfe- 
rencia de un grupo fosforilo de! ATP al carboxilo de la cadena lateral del 
glutamato. En esta estructura cristalina el ADP ocupa el sitio det ATP, 
Fuente: POB ID 2GLS, M.MYamashita et al, J Biol. Chem. 264: 
17,681,1989.] 


mente y por modificación covalente. (El enzima del tipo 
II de los eucariotas y algunas bacterias tiene 10 subuni- 
idénticas). Alanina, glicina y al menos seis pro- 

es del metabolismo de la glutamina son 
inhibidores alostéricos del enzima (Fig. 22-8). Cada 
inhibidor por sí solo causa solamente una inhibición 
parcial. Los efectos de los distintos inhibidores son más 
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FIGURA 22-8 Regulación alostérica de la glutamina sintetasa. E! 
enzima está regulado de forma acumulativa por seis productos' finales 
del metabolismo de la glutamina. La alanina y la glicina actúan probable- 
mente de indicadores del estado general del metabolismo de los ami- 
noácidos en la célula, 
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FIGURA 22-9 Segundo nivel de regulación de la glutamina sintetasa: 
modificaciones covalentes. (a) Un residuo Tyr adenililado. (b} Cascada 
que conduce a la adenililación (inactivación) de la glutamina sintetasa. 
AT representa la adenililtransferasa; UT, la uridililtransferasa. P, es una 
proteína reguladora, regulada a su vez por uridifilación. etalles de 
esta cascada se comentan en el texto 


que aditivos, de manera quelos ocho actuando conjun- 
tamente llegan a inactivar totalmente el enzima. Esto es 
un ejemplo de retroinhibición acumulativa. Este meca- 
nismo de control proporciona un ajuste continuo de los 
niveles de glutamina en respuesta a los requerimientos 
metabólicos inmediatos. 

A la regulación alostérica se superpone la inhibi- 
ción por adenililación (incorporación de AMP) de la 
Tyr", localizada cerca del centro activo del enzima 
(Fig. 22-9). Esta modificación covalente incrementa 
la sensibilidad del enzima a los inhibidores alostéricos, 
y la actividad disminuye cuantas más subunidades son 
adenililadas. Tanto la adenililación como la desadeni- 
lilación son promovidas por la adenililtransferasa 
CAT en la Fig. 22-9), que forma parte de una compleja 
cascada enzimática que responde a los niveles de glu- 
tamina, a-cetoglutarato, ATP y P, La actividad de la 
adenilil transferasa está modulada por la unión a una 
proteína reguladora denominada P y la actividad de 
P, es a su vez regulada por modificación covalente 
(uridililación) de nuevo en un residuo de Tyr. El com- 
plejo adenililtransferasa con P, uridililada (P,-UMP) 
estimula la desadenililación, mientras que el mismo 
complejo con P, desuridililada estimula la adenililiza- 
ción de la glutamina sintetasa. Tanto la uridililación 
como la desuridililación de P, se llevan a cabo por un 
único enzima, la uridililtransferasa. La uridililación 
es inhibida por unión de glutamina y P, a la uridilil- 
transferasa y es estimulada por la unión de a-cetoglu- 
tarato y ATP a P, 


La regulación no se detiene aquí. P, uridililada tam- 
bién facilita la activación de la transcripción del gen que 
codifica la glutamina sintetasa, con el aumento consi- 
guiente de la concentración celular del enzima; P, desu- 
ridililada provoca un descenso en la transcripción del 
mismo gen. En este mecanismo interviene la interac- 
ción de P, con otras proteínas implicadas en la regula- 
ción génica, de un tipo descrito en el Capítulo 28. El 
resultado neto de este complejo sistema de controles es 
una disminución de la actividad glutamina sintetasa 
cuando los niveles de glutamina son altos y un incre- 
mento de la actividad cuando los niveles de glutamina 
son bajos y el a-cetoglutarato y el ATP (sustratos de la 
reacción de la sintetasa) están disponibles. Los múlti- 
ples niveles de regulación permiten una respuesta sen- 
sible en la que la síntesis de glutamina se ajusta a las 
necesidades celulares. 


Varios tipos de reacciones tienen papeles específicos 
en la biosíntesis de aminoácidos y nucleótidos 


Las vías que se describen en este capítulo contienen 
una amplia variedad de reordenamientos químicos inte- 
resantes. Algunos de ellos se repiten y merecen un 
comentario especial antes de describir las propias rutas 
metabólicas. Estos son, (1) las reacciones de transami- 
nación y otros reordenamientos propiciados por enzi- 
mas que utilizan piridoxal fosfato; (2) la transferencia 
de grupos de un carbono, utilizando tetrahidrofolato 
(normalmente en los niveles de oxidación de —CHO y 
H,OH) o ion (al nivel de oxidación 


enter] El piridoxal fosfato (PLP), el tetrahidrofola- 


to (H, folato) y la S-adenosilmetionina (adoMet) han 
sido descritos en detalle en el Capítulo 18 (véanse las 
Figs. 18-6, 18-17 y 18-18). Aquí nos centraremos en la 
transferencia de grupos amino a partir del grupo amida 
de la glutamina. 

Hay más de una docena de reacciones biosintéticas 
conocidas en las que la glutamina es la principal fuente 
fisiológica de grupos amino. La mayor parte de estas 
reacciones se encuentran en las rutas metabólicas trata- 
das en este capítulo. La clase de enzimas que catalizan 
estas reacciones se denominan glutamina amido- 
transferasas. Todas ellas tienen dos dominios estruc- 
turales: uno que fija la glutamina y otro que fija el 
segundo sustrato, que actúa de aceptor del grupo amino 
(Fig. 22-10). Posiblemente, un residuo Cys conservado 
en el dominio de unión de la glutamina actúa como 
nucleófilo, rompiendo el enlace amida de la glutamina y 
formando un intermedio glutamilo unido covalentemen- 
te al enzima. El NH, que se produce en esta reacción no 
se libera sino que se transfiere a través de un “canal de 
amoníaco” a un segundo sitio activo donde reacciona 
con el segundo sustrato para formar el producto amina- 
do. El intermedio covalente se hidroliza para dar enzima 
libre y glutamato. Si se ha de activar el segundo sustra- 
to, generalmente se utiliza ATP para formar un interme- 
dio acil fosfato (R-OX en la Fig. 22-10, donde X es un 
grupo fosforilo). La glutaminasa actúa de forma similar, 
pero usa H,O como segundo sustrato, de manera que 
produce NH; y glutamato (véase la Fig. 18-8). 
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MECANISMO FIGURA 22-10 Mecanismo propuesto para las gluta- 
mina amidotransferasas. Cada enzima tiene dos dominios. El dominio 
de unión a la glutamina tiene una serie de elementos estructurales que 
se han conservado en muchos de estos enzimas, entre los que se 
encuentra un residuo Cys necesario para la actividad. El dominio del 
aceptor de NH, (segundo sustrato) es variable. Se muestran dos tipos de 
aceptores de grupos amino. X representa un grupo activador, normal- 
mente un grupo fosforilo derivado del ATP, que facilita el desplazamiento 
de un grupo hidroxilo del R-OH por NH, 


RESUMEN 22.1 Visión general del metabolismo 
del nitrógeno 


E El nitrógeno molecular que constituye hasta el 80% 
de la atmósfera terrestre no es asequible a la mayoría de 
organismos hasta que se encuentra en forma reducida. 
La fijación del N, atmosférico tiene lugar en ciertas bac- 
terias que viven autónomamente y en bacterias simbió- 
ticas en los nódulos de las raíces de las plantas legumi- 
nosas. 

E En las bacterias del suelo y de las plantas vascula- 
res, la acción secuencial de la nitrato reductasa y la 
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nitrito reductasa convierte el NO; en NH,, que puede 
ser asimilado en forma de compuestos de nitrógeno. 

E El ciclo del nitrógeno conduce a la formación de 
amoníaco por fijación bacteriana del N,, nitrificación del 
amoníaco a nitrato por organismos del suelo, conversión 
del nitrato en amoníaco por las plantas superiores, sín- 
tesis de aminoácidos a partir del amoníaco por todos los 
organismos y conversión del nitrato en N, por las bacte- 
rias desnitrificantes del suelo. Las bacterias anamox 
oxidan anaeróbicamente el amoníaco a nitrógeno, utili- 
zando el nitrito como aceptor de electrones. 

E El complejo de la nitrogenasa lleva a cabo la fijación 
del N, en forma de NH,, en una reacción que requiere 
ATP y poder reductor. El complejo de la nitrogenasa es 
muy lábil en presencia de O, y está sujeto a regulación 
en función de la disponibilidad de NH.. 

E En los sistemas vivos, el nitrógeno reducido se 
incorpora primeramente a los aminoácidos y seguida- 
mente a muchas otras biomoléculas, incluidas los 
nucleótidos. El punto de entrada clave es el aminoácido 
glutamato. El glutamato y la glutamina son los dadores 
de nitrógeno en una gran variedad de reacciones biosin- 
téticas. La glutamina sintetasa, que cataliza la forma- 
ción de glutamina a partir de glutamato, es un importan- 
te enzima regulador del metabolismo del nitrógeno. 

© Las rutas biosintéticas de los aminoácidos y nucleó- 
tidos utilizan repetidamente los cofactores biológicos 
piridoxal fosfato, tetrahidrofolato y S-adenosilmetioni- 
na. El piridoxal fosfato es necesario para las reacciones 
de transaminación en las que interviene el glutamato y 
para otras transformaciones de los aminoácidos. Las 


TREN is de un carbono requieren S-adenosilme- 


tetrahidrofolato. Las glutamina amidotransfe- 
rasas catalizan reacciones que incorporan nitrógeno 
procedente de la glutamina. 


22.2 Biosíntesis de los aminoácidos 


Todos los aminoácidos proceden de intermediarios de la 
glucólisis, del cielo del ácido cítrico o de la vía de las 
pentosas fosfato (Fig. 22-11). El nitrógeno entra en 
estas vías a través del glutamato y la glutamina. Algunas 
rutas son sencillas, otras complejas. La síntesis de diez 
de los aminoácidos precisa tan sólo de uno o de pocos 
pasos desde el metabolito común del que proceden. Las 
vías biosintéticas de otros aminoácidos, tales como los 
aminoácidos aromáticos, son más complejas. 

Los distintos organismos presentan considerables 
diferencias en su capacidad para sintetizar los 20 ami- 
noácidos estándar. Mientras que la mayor parte de bac- 
terias y plantas pueden sintetizar los 20 aminoácidos, 
los mamíferos sólo pueden sintetizar la mitad, general- 
mente aquéllos cuyas vías metabólicas son sencillas, 
Estos son los denominados aminoácidos no esencia- 
les, que no son necesarios en la dieta (véase la Tabla 
18-1). El resto, los aminoácidos esenciales, deben 
obtenerse de los alimentos. A menos que se indique lo 
contrario, las vías para los 20 aminoácidos estándar que 
se presentan a continuación pertenecen a las bacterias. 

Un procedimiento que resulta útil para ordenar 
estas vías biosintéticas consiste en agruparlos en seis 
familias, según sus precursores metabólicos (Tabla 
22-1}. Hemos aplicado este criterio para organizar las 
descripciones detalladas que se presentan a continua- 
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TABLA 22-1 Familias biosintéticas de los 


aminoácidos agrupadas segun 
sus precursores metabólicos 


a-Cetoglutarato Piruvato 
| Glutamato Alanina 
Glutamina Valina* 
Prolina Leucina* 
Arginina Isoleucina* 
3-Fosfoglicerato Fosfoenolpiruvato y 
| Serina eritrosa 4-fosfato 
Glicina Triptófano* 
Cisteína Fenilalanina* 
Oxalacetato Tirosina’ | 
Aspartato Ribosa 5-fosfato | 
; Asparagina Histidina* | 
| Metionina* 
i Treonina* 
| Lisina* 


“Aminoácidos esenciales en los mamiferos. 
*Derivado de la fenilalanina en los mamíferos. 


ción. Además de estos seis precursores hay un com- 
puesto intermediario notable que aparece en varias vías 
de síntesis de aminoácidos y nucleótidos: el 5-fosforri- 
bosil-1-pirofosfato (PRPP): 


TREALL 


OH OH 


El PRPP se sintetiza a partir de la ribosa-5-fosfato, 
procedente de la vía de las pentosas fosfato (véase la 
Fig. 14-22), en una reacción catalizada por la ribosa 
fosfato pirofosfoquinasa: 


Ribosa 5-fosfato + ATP —— 
5-fosforribosil-1-pirofosfato + AMP 


Este enzima está regulado alostéricamente por muchas 
de las biomoléculas que se forman a partir del PRPP. 


El œ-cetoglutarato es precursor del glutamato, 
la glutamina, la prolina y la arginina 


Ya hemos descrito la biosíntesis del glutamato y la glu- 
tamina. La prolina es un derivado cíclico del glutama- 
to (Figura 22-12). En el primer paso de la síntesis de 
la prolina, el ATP reacciona con el grupo y-carboxilo del 
glutamato para formar un acil fosfato, que es reducido 
por el NADPH o el NADH a glutamato y-semialdehído. 
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uema general de la biosíntesis de los aminoáci- 
carbonados de los precursores proceden de tres 
fuentes: glucólisis (en rosa), ciclo del ácido cítrico (en azul) y vía de las 
pentosas fosfato (en violeta). 


Este intermediario se cicla rápida y espontáneamente y 
a continuación se vuelve a reducir para dar prolina. 

La arginina se sintetiza a partir del glutamato a 
través de la ornitina y el ciclo de la urea en los animales 
(Capítulo 18). En principio, la ornitina también podría 
sintetizarse a partir del glutamato y-semialdehído por 
transaminación, pero la ciclación espontánea del semial- 
dehído en la vía de la prolina impide un suministro 
suficiente de este intermediario para la síntesis de orni- 
tina. Las bacterias poseen una vía para la biosíntesis de 
novo de la ornitina (y, por tanto, de la arginina) que 
incorpora algunos pasos de la vía de la prolina, pero que 
incluye dos pasos adicionales que evitan el problema de 
la ciclación espontánea del glutamato y-semialdehído 
(Fig. 22-12). En el primer paso, el grupo a-amino del 
glutamato se bloquea al inicio de la vía por una reacción 
de acetilación, que requiere acetil-CoA; a continuación, 
después de la transaminación, el se elimina grupo aceti- 
lo para dar ornitina. 

Las vías de la prolina y de la arginina presentan algu- 
nas diferencias en los mamiferos. La prolina se puede 
sintetizar por la vía mostrada en la Figura 22-12, pero 
también se forma a partir de la arginina obtenida de la 
dieta o de la proteína tisular. La arginasa, un enzima del 
ciclo de la urea, convierte la arginina en ornitina y urea 
(véanse las Figs. 18-10, 18-26). La ornitina se convierte 
en glutamato y-semialdehído por el enzima ornitina 
ó$-aminotransferasa (Fig. 22-13). El semialdehído se 
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FIGURA 22-12 Biosintesis de prolina y arginina a partir de glutamato 
en las bacterias. Los cinco átomos de carbono de la prolina proceden 
dei glutamato. En muchos organismos, la glutamato deshidrogenasa es 
peculiar ya que puede utilizar tanto NADH corno NADPH como cofac- 
tor. Lo mismo puede suceder con otros enzimas de la ruta. El y-semial- 
dehido en la vía de ta prolina experimenta una ciclación rápida y reversi- 
ble a A'-pirrolina-S-carboxilato (P5C), con la formación de PSC 
favorecida en el equilibrio. La acetilación del grupo a-amino del gluta- 
mato en el primer paso y la eliminación del grupo acetilo tras la transa- 
minación impiden la ciclación en la vía de la ornitina/arginina. Aunque 
algunas bacterias carecen de arginasa, y por tanto del ciclo de la urea 
completo, pueden sintetizar arginina a partir de ornitina en una serie de 
pasos paralelos a los de! ciclo de la urea de los mamiferos, con citrulina 
y argininosuccinato como intermediarios (véase la Fig. 18-10). 

Aquí, y en figuras posteriores de este capítulo, las flechas de reac- 
ción indican la ruta linea’ hacia los productos finales, sin considerar la 
reversibilidad de los diferentes pasos individuales. Por ejemplo, el paso 
de la ruta que lieva a la arginina, catalizado por la N-acetilglutarnato 
deshidrogenasa, es químicamente similar a la reacción de la gliceralde- 
hido 3-fostato deshidrogenasa de la glucólisis (véase la Fig. 14-8), 
siendo fácilmente reversible. 
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a-Cetoglutarato 


FIGURA 22-13 Reacción de la ornitina $-aminotrans- 
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cicla para formar A'-pirrolina-5-carboxilato, que se con- 
vierte en prolina (Fig. 22-12). Los mamíferos no poseen 
la vía para la síntesis de arginina mostrada en la Figura 
22-12. Cuando la arginina procedente de la dieta o del 
recambio proteico es insuficiente para la síntesis de pro- 
teínas, la reacción de la ornitina ó-aminotransferasa 
opera en la dirección de formación de ornitina. La omi- 
tina se convierte entonces en citrulina y arginina en el 
ciclo de la urea, 


La serina, la glicina y la cisteína proceden 
del 3-fosfoglicerato 


La principal vía metabólica para la formación de serina 
es la misma en todos los organismos (Fig. 22-14). En 
el primer paso, el grupo hidroxilo del 3-fosfoglicerato se 
oxida por una deshidrogenasa (que utiliza NAD*) para 
dar 3-fosfohidroxipiruvato. Por transaminación a partir 
de glutamato se forma 3-fosfoserina, que se hidroliza 
por acción de la fosfoserina fosfatasa dando serina libre. 

La serina (tres carbonos) es el precursor de la gli- 
cina (dos carbonos) por eliminación de un átomo de 
carbono por la serina hidroximetil transferasa (Fig. 
22-14). El tetrahidrofolato es el aceptor del carbono 8 
(C-3) de la serina, que forma un puente metileno entre 
el N-5 y el N-10 para dar N* N"-metilenotetrahidrofola- 
to (véase la Fig. 18-17). La reacción global, que es 
reversible, también requiere piridoxal fosfato. En el 
hígado de los vertebrados la glicina puede sintetizarse 
también por otra vía: la reacción inversa de la que se 
muestra en la Fig. 18-20c, catalizada por la glicina sin- 
tasa también denominada enzima de corte de la gli- 
cina): 


CO, + NH; + N*,N'"-metilenotetrahidrofolato + 
NADH + H* —— glicina + tetrahidrofolato + NAD" 


Las plantas y las bacterias producen el azufre reducido 
necesario para la síntesis de cisteína (y de metionina, 
descrita más adelante) de los sulfatos del medio; la vía 
se muestra en el lado derecho de la Figura 22-15. El 
sulfato se activa en dos etapas formando 3-fosfoadeno- 
sina 5”-fosfosulfato (PAPS), que se reduce a sulfuro con 


CorvdSParres( 


ocho electrones. El sulfuro se usa a continuación en la 
formación de cisteína a partir de la serina en una vía de 
dos pasos. En los mamíferos la cisteína se fabrica a par- 
tir de dos aminoácidos: la metionina proporciona el 
átomo de azufre y la serina el esqueleto carbonado. La 
metionina se convierte primero en S-adenosilmetionina 
(véase la Fig. 18-18), que puede ceder su grupo metilo 
a cualquiera de entre varios aceptores, para dar S-ade- 
nosilhomocisteína (adoHcy). Este producto desmetila- 
do se hidroliza para dar homocisteína libre, que reaccio- 
na con la serina en una reacción catalizada por la cista- 
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FIGURA 22-14 Biosintesis de serina a partir de 3-fosfoglicerato y de 
glicina a partir de serina en todos los organismos, La glicina también 
puede formarse a partir de CO, y NH,” por acción de la glicina sintasa, 
con AS, NO -metilenotetrahidrofolato como dador del grupo metilo (véase 
el texto). 
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FIGURA 22-15 Biosintesis de cisteina a partir de serina en 
bacterias y plantas. El origen del azufre reducido se muestra a 
la derecha. 


tionina -sintasa para dar co O PA 


Por último, la cistationina -y-liasa, un enzima que 
precisa PLP, cataliza la eliminación de amoníaco y la 
ruptura de la cistationina para dar cisteína libre. 
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FIGURA 22-16 Biosintesis de cisteina a partir de homocisteina y 
serina en mamíferos. La homocisteína se forma a partir de metionina tal 
corno se describe en el texto. 
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La alanina y el aspartato se sintetizan a partir de piru- 
vato y de oxalacetato, respectivamente, por transamina- 
ción con el glutamato. La asparagina se sintetiza por 
amidación del aspartato, utilizando la glutamina como 
dador de NH}. Estos aminoácidos no son esenciales y 
sus sencillos mecanismos de biosíntesis se hallan en 
todos los organismos. 

Por razones sólo en parte conocidas, los linfoci- 

tos malignos presentes en la leucemia linfoblásti- 
ca aguda infantil (ALL) requieren asparagina sérica 
para su crecimiento. La quimioterapia para la ALL se 
administra junto con una L-asparaginasa de origen bac- 
teriano con objeto de reducir la asparagina sérica. El 
tratamiento combinado resulta en le remisión del 95 % 
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de los casos de ALL infantil (el tratamiento solamente 
con L-asparaginasa resulta en la remisión de entre el 40 
% y el 60 % de los casos). Sin embargo, el tratamiento 
con asparaginasa tiene efectos secundarios perjudicia- 
les y alrededor del 10% de los pacientes recuperados 
sufren recaídas con tumores resistentes al tratamiento. 
Se están desarrollando inhibidores de la asparagina sin- 


he 


FIGURA 22-17 Biosíntesis de seis aminoácidos esenciales a partir de 
oxalacetato y piruvato en bacterias: metionina, treonina, lisina, isoleu- 
cina, valina y leucina. Aquí, al igual que en otras rutas con múltiples 
pasos, los enzimas se indican en la clave, Observe que el .,-ae-diami- 
nopimelato, el producto del paso @, es simétrico. Más allá de este 
punto no se han seguido los carbonos que proceden del piruvato (y el 
grupo amino derivado del glutamato), puesto que las siguientes reaccio- 
nes pueden colocarlos en cualquiera de los extremos de la molécula de 
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tetasa humana para mejorar la terapia contra la ALL 
infantil. Y 

La metionina, treonina, lisina, isoleucina, valina y 
leucina son aminoácidos esenciales; los humanos no 
pueden sintetizarlos. Sus rutas biosintéticas son com- 
plejas y están interconectadas (Fig. 22-17). En algu- 
nos casos, las vías de las bacterias, hongos y plantas 
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difieren significativamente. Las rutas de las bacterias se 
muestran en la Figura 22-17. ; 

El aspartato da iugar a metionina, treonina y lisi- 
na. Los puntos de ramificación se encuentran en el 
aspartato 4-semialdehído, un intermediario de las tres 
vías, y en la homoserina, un precursor de la treonina y 
la metionina, La treonina es a su vez uno de los precur- 
sores de la isoleucina. Las vías de la valina y la isoleu- 
cina comparten cuatro enzimas (Fig. 22-17, pasos ® a 


Q)). El piruvato da lugar a valina y a isoleucina a través 
de rutas que empiezan por la condensación de dos áto- 
mos de carbono del piruvato (en forma de hidroxietil 
tiamina pirofosfato; véase la Fig. 14-15) con otra molé-” 
cula de piruvato (ruta de la valina) o con a-cetobutirato 
(ruta de la isoleucina). El a-cetobutirato se forma a 
partir de la treonina en una reacción que requiere piri- 
doxal fosfato (Fig. 22-17, paso @). Un intermediario de 
la vía de la valina, el a-cetoisovalerato, es el punto de 
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partida de una vía colateral que en cuatro pasos condu- 


ce a la leucina (pasos @® a Y). 


El corismato es un intermediario clave en la síntesis 
del triptófano, la fenilalanina y la tirosina 
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Los anillos aromáticos no son fácilmente asequibles en 
el medio, a pesar de que el anillo bencénico es muy 
estable. La ruta ramificada que conduce al triptófano, 
fenilalanina y tirosina en bacterias, hongos y plantas, es 
la vía biológica principal para la formación del anillo 
aromático. Consiste en el cierre en anillo de un precur- 
sor alifático seguido de la adición secuencial de dobles 
enlaces. Los primeros cuatro pasos conducen al shiqui- 
mato, cuyos siete carbonos proceden de la eritrosa 
4-fosfato y del fosfoenolpiruvato (Fig. 22-18). El shi- 
quimato se convierte en corismato en tres pasos en los 
cuales se incorporan otros tantos átomos de carbono 
procedentes de otra molécula de fosfoenolpiruvato. El 
corismato es el primer punto de ramificación de la vía, 
con una rama que conduce al triptófano y otra a la feni- 
lalanina y a la tirosma. 

En la rama del triptófano (Fig. 22-19), el coris- 
mato se convierte en antranilato. En esta reacción la 
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FIGURA 22-18 Biosintesis del corismato, un intermediario de la sin- 
tesis de aminoácidos aromáticos en bacterias y plantas. Todos los car- 
bonos provienen de la eritrosa 4-fostato (violeta claro) o del fosfaenolpi- 
ruvato (rosa). Observe que el NAD* que se precisa como cofactor en el 
paso EY se desprende inalterado; puede que sea momentáneamente 
reducido a NADH durante la reacción, con formación de un intermedia- 


Corismato 


rio de reacción oxidado. El paso @ es inhibido competitivamente por el 
glifosato (“COO-CH,-NH-CH,-PO7>, el ingrediente activo del herbicida 
ampliamente usado Roundup. El herbicida es relativamente inocuo para 
los mamiferos, que carecen de esta vía biosintética. Los nombres quimi- 
cos quinato, shiquimato y corismato derivan de ios nombres de las plan- 
tas donde se ha encontrado que se acumulan estos intermediarios. 


Corismato 
pa 
O=C—COO7 
H 


0 Glutamato 
Piruvato 


coo- 


Antranilato 


PP; 
coo~ 
-(5'-Fostorribosil)- 
antranilato 


o 


Enol-1-0-carboxitenilamino-1- 
desoxirribulosa fosfato 


Ohno + CO, 


| | i Indol-3-glicerol fosfato 


@ antranilato sintasa 
O antranilato fosforribosiltransferasa 


6) NS -fosforribosil)-antranilato isomerasa 
(2) indo!-3-glicerol fosfato sintasa 
O) triptófano sintasa 


FIGURA 22-19 Biosíntesis del triptófano a partir del corismato en 
bacterias y plantas. En E. colílos enzimas que catalizan los pasos O, 
@ son subunidades de un mismo complejo. 


glutamina proporciona el nitrógeno que formará parte 
integrante del anillo de indol. El antranilato se condensa 


Cope 
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a continuación con PRPP, El anillo indólico del triptófa- 
no se forma a partir de los carbonos del anillo y del 
grupo amino del antranilato más dos carbonos proce- 
dentes del PRPP. La reacción final de la secuencia está 
catalizada por la triptófano sintasa. Este enzima tiene 
una estructura en subunidades a,0, y puede disociarse 
en dos subunidades a y una subunidad $, que catalizan 
diferentes partes de la reacción global: 


Indol-3-glicerol fosfato 


—————— — 
subunidad s 


indol + gliceraldehído 3-fosfato 


Indol + serina triptófano + H,O 


La segunda parte de la reacción requiere piridoxal fos- 
fato (Fig. 22-20). El indol formado en el primer paso 
no es liberado por el enzima, sino que se desplaza a 
través de un canal desde el sitio activo de la subunidad 
a hasta uno de los sitios activos de la subunidad 6, 
donde se condensa con un producto intermedio, del 
tipo base de Schiff, derivado de la serina y del PLP. Esta 
forma de canalizar los compuestos intermedios puede 
ser una característica del conjunto de la vía del corisma- 
to al triptófano. Los sitios activos enzimáticos que cata- 
lizan los distintos pasos (a veces no secuenciales) de la 
vía hasta el triptófano se hallan en una misma cadena 
polipeptídica en algunos hongos y bacterias, pero en 
otras especies se encuentran en proteínas separadas. 
Además, la actividad de algunos de estos enzimas preci- 
sa una asociación no covalente con otros enzimas de la 
vía, Todas estas observaciones sugieren que todas las 
midanles enzimáticas de la ruta forman parte de un 
plejo multienzimático, tanto en las bacterias 
como en los eucariotas. Aunque estos complejos gene- 
ralmente no se mantienen intactos cuando se aíslan los 
enzimas utilizando procedimientos bioquímicos tradi- 
cionales, cada vez hay más pruebas experimentales de 
la existencia de complejos multienzimáticos para ésta y 
otras vías metabólicas (véase la Sección 16.3). 

En plantas y bacterias, la fenilalanina y la tirosi.- 
na se sintetizan a partir de corismato a través de vías 
menos complejas que la del triptófano. El intermediario 
común es el prefenato (Fig. 22-21). El último paso en 
ambos casos es la transaminación con glutamato. 

Los animales pueden producir tirosina directamen- 
te a partir de la fenilalanina por hidroxilación del grupo 
fenilo en C-4 por la fenilalanina hidroxilasa; este 
enzima también participa en la degradación de la fenila- 
lanina (véanse las Figs. 18-23, 18-24). La tirosina se 
considera un aminoácido condicionalmente esencial o 
no esencial, en la medida en que puede sintetizarse a 
partir del aminoácido esencial fenilalanina. 


La biosíntesis de la histidina utiliza precursores 
de la biosíntesis de purinas 


La vía de la histidina en todas las plantas y bacterias 
difiere en varios aspectos de las vías biosintéticas de 
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MECANISMO FIGURA 22-20 Reacción de la triptófano sintasa. (a) 
Este enzima cataliza uma reacción de múltiples pasos con diferentes 
tipos de reordenaciones químicas. Estas transformaciones facilitadas 
por el PLP tienen lugar en el carbono Ø (C-3) del aminoácido, contra- 
riamente a las reacciones en el carbono a descritas en la Fig. 18-6. El 


otros aminoácidos. La histidina proviene de tres precur- 
sores (Fig. 22-22): el PRPP aporta cinco carbonos, el 
anillo purínico del ATP aporta un nitrógeno y un carbo- 
no mientras que el segundo nitrógeno del anillo provie- 


carbono $ de la serina se incorpora al anillo indol. (b) (PDB ID 1KFJ) 
El indol generado en la subunidad a (blanco) se desplaza a través de 
un túnel hacia la subunidad A (azul), en donde se condensa con la 
serina. [Fuente: (b) PDB ID IKF, Y. Kulik et al. J, Mol Bio! 324:677, 
2000.] 


ne de la glutamina. Los pasos clave son la condensación 
del ATP y del PRPP, en la que el N-1 del anillo de la 
purina se une al C-1 activado de la ribosa del PRPP 
(paso @ en la Fig. 22-22); la apertura del anillo de puri- 
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FIGURA 22-21 Biosíntesis de la fenilalanina y la tirosina a partir del 
corismato en bacterias y plantas. La conversión del corismato en prefe- 
nato es un ejemplo biológico raro de una reordenación de Claisen. 


na que al final deja el N-1 y el C-2 de la adenina unidos 
a la ribosa (paso @) y la formación del anillo de imida- 
zol en una reacción en la que la glutamina aporta un 
nitrógeno (paso 6) ). La utilización del ATP como meta- 
bolito en lugar de como cofactor de alta energía es poco 
habitual, pero no es un derroche de energía, puesto que 
este proceso está conectado con la ruta biosintética de 
las purinas. El remanente de la molécula de ATP que se 
libera tras la transferencia del N-1 y del C-2 es el 5-ami- 
noimidazol-4-carboxamida ribonucleótido (AICAR), un 
intermediario de la biosíntesis de las purinas (véase la 
Fig. 22-35), que se recicla rápidamente a ATP. 


La biosíntesis de los aminoácidos se encuentra bajo 
control alostérico 


Tal como se ha examinado en el Capítulo 15, el control del 
flujo a través de una vía metabólica es a menudo el reflejo 
de la actividad de los múltiples enzimas de la vía. En el 
caso de la síntesis de aminoácidos, la regulación tiene 
lugar en parte por retroinhibición de la primera reacción 
por el producto final de la vía. La primera reacción nor- 
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malmente está catalizada por un enzima alostérico que 
juega un papel importante en el control global del flujo a 
través de la vía. Como ejemplo, la Figura 22-23 muestra 
la regulación alostérica de la síntesis de isoleucina a partir 
de treonina (que se detalla en la Fig. 22-17). El producto 
final, la isoleucina, es un inhibidor alostérico de la primera 
reacción de la secuencia. En las bacterias, la modulación 
alostérica controla constantemente la síntesis de aminoá- 
cidos para adaptarla a las necesidades de la célula. 

La regulación alostérica de un determinado enzima 
puede ser mucho más compleja. Un ejemplo es la amplia 
variedad de controles alostéricos a los que está someti- 
da la actividad de la glutamina sintetasa de E. coli (Fig. 
22-8). Seis productos derivados de la glutamina actúan 
como moduladores de retroalimentación negativa del 
enzima, siendo los efectos globales de éstos y otros 
moduladores más que aditivos. Este tipo de regulación 
se denomina inhibición concertada. 

Otros mecanismos también contribuyen a la regula- 
ción de las rutas biosintéticas de los aminoácidos. Puesto 
que los 20 aminoácidos estándar deben producirse en las 
proporciones correctas para la síntesis de proteínas, las 
células han desarrollado sistemas para controlar no sólo 
la velocidad de síntesis de los aminoácidos individuales 
sino también para coordinar su producción, Este tipo de 
coordinación está especialmente bien desarrollado en las 
células bacterianas en crecimiento rápido. La Figura 
22-24 muestra cómo las células de E. coli coordinan la 
síntesis de lisma, metionina, treonina e isoleucina, todos 
ellos sintetizados a partir de aspartato. Resultan eviden- 

los patrones importantes de inhibición. El paso de 


T a aspartil-6-fosfato está catalizado por tres 


isozimas, cada uno controlado independientemente por 
distintos moduladores. Esta multiplicidad enzimática 
impide que un producto biosintético final obstaculice 
pasos clave de una vía metabólica cuando se precisan 
otros productos de la misma vía. Los pasos de aspartato 
P-semialdehído a homoserina y de treonina a a-cetobuti- 
rato (detallados en la Fig. 22-17) también están cataliza- 
dos por dos isozimas, controlados independientemente. 
Uno de los isozimas para la conversión del aspartato a 
aspartil-2-fosfato es inhibido alostéricamente por dos 
moduladores distintos, la lisina y la isoleucina, cuya 
actuación conjunta es más que aditiva, lo que constituye 
otro ejemplo de inhibición concertada. La secuencia del 
aspartato a la isoleucina tiene múltiples etapas de retro- 
inhibición negativa solapadas; por ejemplo, la isoleucina 
inhibe la conversión de la treonina en a-cetobutirato 
(como se ha descrito anteriormente), y la treonina inhibe 
su propia formación en tres puntos: a partir de la homo- 
serina, del aspartato f-semialdehído y de aspartato 
(pasos Y O y O en la Fig. 22-17). Este mecanismo 
global de regulación se conoce como retroinhibición 
secuencial. 

Se encuentran patrones similares en las rutas que 
conducen a los aminoácidos aromáticos. El primer paso 
de la ruta que conduce inicialmente al intermediario 
común corismato está catalizado por el enzima 2-ceto- 
3-desoxi-D-arabino-heptulosonato 7-fosfato (DAHP) 
sintasa (paso @ de la Fig. 22-18). La mayoría de microor- 
ganismos y plantas tienen tres isozimas de la DAHP 
sintasa. Uno de ellos es inhibido alostéricamente (retro- 
inhibición) por fenilalanina, otro por tirosina y el terce- 
ro por triptófano. Este esquema ayuda a que la ruta 
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FIGURA 22-22 Biosíntesis de la histidina en bacterias y plantas. Los ATP que se forma tras el paso (H) (AICAR) es un intermediario en la bio- 
átomos que proceden del PRPP y el ATP están sombreados en rosa y sintesis de purinas (véase la Fig. 22-35, paso O), de modo que el ATP 
azul, respectivamente, Dos de los nitrógenos de la histidina provienen de se regenera rápidamente. 


la glutamina y del glutamato (en verde). Observe que el derivado del 
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FIGURA 22-23 Regulación alostérica de la biosíntesis de isoleucina, 
La primera reacción en la vía que va de la treonina a la isoleucina está 
inhibida por el producto final, la isoleucina. Éste fue uno de los primeros 
ejemplos de retroinhibición alostérica descubiertos. Los pasos del ar-ce- 
tobutirato hasta la isoleucina corresponden a los pasos (BH) a @ de la Fig. 
22-17 (cinco pasos porque el (B) es una reacción en dos etapas). 


global responda a las necesidades celulares de uno o 
más aminoácidos. Hay puntos de regulación adicionales 
después de que la vía se ramifique en el corismato. Por 
ejemplo, los enzimas que catalizan los dos primeros 
pasos de la rama del triptófano están sujetos a inhibi- 
ción alostérica por el triptófano. 


RESUMEN 22.2 Biosíntesis de los aminoácidos 


Ml Las plantas y las bacterias sintetina 

cidos estándar. Los mamíferos pueden 

dor de la mitad; los restantes son necesarios en la dieta 
(aminoácidos esenciales). 

© Entre los aminoácidos no esenciales, el glutamato 
se forma por aminación reductora del a-cetoglutarato y 
sirve de precursor de la glutamina, prolina y arginina. La 
alanina y el aspartato (y, por tanto, la asparagina) se 
forman a partir del piruvato y el oxalacetato, respectiva- 
mente, por transaminación. La cadena carbonada de la 
serina procede del 3-fosfoglicerato. La serina es un 
precursor de la glicina; el átomo de carbono ($ de la 
serma se transfiere al tetrahidrofolato. En los microor- 
ganismos, la cisteína se sintetiza a partir de serina y del 
sulfuro producido por reducción del sulfato ambiental. 
Los mamíferos sintetizan la cisteina a partir de la metio- 
nina y de la serina mediante una serie de reacciones que 
requieren S-adenosilmetionina y cistationina. 

MM Entre los aminoácidos esenciales, los aminoácidos 
aromáticos (fenilalanina, tirosina y triptófano) se for- 
man a través de una ruta en la que el corismato ocupa 
un punto clave de ramificación. El fosforribosil pirofos- 
fato es un precursor del triptófano y de la histidina. La 
ruta hasta la histidina está interconectada con la vía de 
síntesis de purinas. La tirosina también se puede for- 
mar por hidroxilación a partir de la fenilalanina (por lo 
que se considera condicionalmente esencial). Las 
rutas hacia los restantes aminoácidos esenciales son 
complejas. 

E Las rutas de biosíntesis de los aminoácidos están 
sujetas a inhibición alostérica por producto final; el 
enzima regulador es habitualmente el primero de la 
secuencia. La regulación de las diversas rutas biosinté- 
ticas está coordinada. 
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FIGURA 22-24 interconexión de los mecanismos de regulación de la 
biosíntesis de varios aminoácidos derivados del aspartato en E. coli. 
Tres enzimas (A, B, C) poseen dos o tres formas isozimáticas, indicadas 


bíadices numéricos. En cada caso, uno de los isozimas (A,, B, y 
A e regulación alostérica; estos isozimas se regulan por cam- 


bios en las cantidades sintetizadas a nivel de la expresión génica (Capí- 
tulo 28). La síntesis de los isozimas A, y B, se reprime cuando los nive- 
les de metionina son altos y la síntesis del isozima C, se reprime cuando 
son elevados los niveles de ¡soleucina. El enzima A es la aspartoquinasa; 
el B, la homoserina deshidrogenasa; el €, la treonina deshidratasa. 


22.3 Moléculas derivadas 
de aminoácidos 


Además de su papel como bloques de construcción de 
las proteínas, los aminoácidos son los precursores de 
muchas biomoléculas especializadas, entre las que se 
encuentran hormonas, coenzimas, nucleótidos, alcaloi- 
des, polímeros de las paredes celulares, porfirinas, anti- 
bióticos, pigmentos y neurotransmisores. Se describirán 
a continuación las rutas hiosintéticas de algunos de 
estos derivados de los aminoácidos. 


La glicina es un precursor de las porfirinas 


La biosíntesis de las porfirinas, de las que la glicina es 
un precursor principal, constituye nuestro primer ejem- 
plo por la importancia central del núcleo de porfirina 
para las hemoproteínas, tales como la hemoglobina y los 
citocromos. Las porfirinas se fabrican a partir de cuatro 
moléculas del derivado monopirrólico porfobilinóge- 
no que, a su vez, procede de dos moléculas de $-amino- 
levulinato. Existen dos rutas principales para el ó-ami- 
nolevulinato. En los eucariotas superiores (Fig. 22-254 ) 
la glicina reacciona con el suecinil-CoA en el primer 
paso para dar a-amino-P-cetoadipato, que a continua- 
ción se descarboxila para dar 6-aminolevulinato. En las 
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FIGURA 22-25 Biosintesis de $-aminolevulinato. (a) En la mayoria de animales, mamiferos incluidos, el $-aminolevulinato se sinte- 
tiza a partir de glicina y succinil-CoA. Los átomos aportados por la glicina se muestran en rojo. (b) En bacterias y plantas, el gluta- 


mato es el precursor del £-aminolevulinato, 


plantas, algas y mayoría de bacterias, el $-aminolevuli- 
nato se forma a partir del glutamato (Fig. 22-25b). El 
glutamato se esterifica primero a glutamil+RNA** (con- 
súltese el Capítulo 27 para el tema de los RN trans- 
ferencia); la reducción mediante NADPH A 
glutamato en glutamato 1-semialdehido, que 
del tRNA. Una aminotransferasa convierte el glutamato 
l-semialdehído en 6-aminolevulinato. 

En todos los organismos se condensan dos molécu- 
las de ó-aminolevulinato para formar porfobilinógeno y, 
a través de una serie de reacciones enzimáticas comple- 
jas, se unen cuatro moléculas de porfobilinógeno para 
formar protoporfirina (Fig. 22-26). El átomo de 
hierro se incorpora después de la formación de la proto- 
porfirma, en una etapa catalizada por la ferroquelatasa. 
La biosíntesis de la porfirina se regula en los eucariotas 
superiores por la concentración del producto hemo, que 
actúa como retroinhibidor de los primeros pasos de la 
ruta de biosíntesis. Defectos genéticos en la biosíntesis 
de porfirinas pueden dar lugar a la acumulación de 
intermediarios de la ruta, que provocan diversas enfer- 
medades humanas conocidas genéricamente como por- 
firias (Recuadro 22-2). 


El hemo es la fuente de los pigmentos biliares 


La ferroporfirina (hemo) de la hemoglobina, libe- 
rada en el bazo por los eritrocitos muertos, se 
degrada proporcionando Fe* libre y finalmente bilirru- 
bina. Esta ruta también produce el color presente en 
las mezclas de sales biliares derivadas del colesterol 
(véase la Figura 21-38). 
El primer paso en la ruta de dos pasos que conduce 
a la bilirrubina, catalizado por la hemo oxigenasa, con- 
vierte el hemo en biliverdina, un derivado tetrapirrólico 
lineal (abierto) (Fig. 22-27). Los otros productos de la 
reacción son Fe” y CO. El Fe?* se une rápidamente a la 
ferritina. El monóxido de carbono es un veneno que se 


une a la hemoglobina (véase el Recuadro 5-1), y la pro- 
ducción de CO por la hemo oxigenasa asegura que, 
incluso en ausencia de exposición al ambiente, alrede- 
r de un 1% del Se se de un individuo esté unido al CO. 
se convierte en bilirrubina en el 
atalizado por la biliverdina reductasa. 
LAE a reacción se puede seguir colorimétricamente en un 
experimento familiar in situ. Cuando se sufre una con- 
tusión el color negro y/o púrpura que aparece se debe a 
la hemoglobina liberada por los eritrocitos dañados. Con 
el tiempo, el color pasa al verde de la biliverdina y pos- 
teriormente al amarillo de la bilirrubina. La bilirrubina 
es muy insoluble y viaja por el torrente sanguíneo unida 
a la seroalbúmina. En el hígado, la bilirrubina se trans- 
forma en el pigmento biliar bilirrubina diglucurónido. 
Este producto es lo bastante hidrosoluble para ser 
secretado, junto a otros componentes de la bilis, en el 
intestino delgado, donde enzimas microbianos lo con- 
vierten en varios productos, mayoritariamente urobili- 
nógeno. Parte del urobilinógeno se reabsorbe en la 
sangre y se transporta al riñón en donde se convierte en 
urobilina, el compuesto qu>da a la orina su color ama- 
rillo (Fig. 22-27). El urobilinógeno que permanece en el 
intestino se convierte (en otra reacción dependiente de 
microbios) en estercobilina (Fig. 22-27), que da a las 
heces el color marrón rojizo. 

Un mal funcionamiento hepático o un bloqueo de la 
secreción biliar es causa de que la bilirrubina llegue 
desde el hígado a la sangre, lo que produce el amarilleo 
de la piel y del globo ocular, dolencia conocida como 
ictericia. La determinación de la concentración sanguí- 
nea de bilirrubina en los casos de ictericia es útil para el 
diagnóstico de la enfermedad hepática subyacente. Los 
recién nacidos tienen, a veces, ictericia debido a que no 
han producido aún suficiente glucuronil bilirrubina 
transferasa para modificar su bilirrubina. Un tratamien- 
to tradicional para disminuir el exceso de bilirrubina 
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FIGURA 22-26 Biosíntesis de hemo a partir de ¿-aminolevuli- 
nato. Ac representa acetilo (-CH,CO0>), Pr, propionilo (-CH,CH- 
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FIGURA 22-27 Bilirrubina y sus productos de degradación. M repre- 
senta metilo; V, vinilo; Pr, propionila; E, etilo. Para facilitar la comparación 
estas estructuras se muestran en forma lineal, y no en sus conformacio- 
nes estereoquímicas correctas. 
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RECUADRO 22-2 


Las porfirias son un grupo de enfermedades genéti- 
cas que son el resultado de defectos en enzimas de la 
ruta biosintética de las porfirinas a partir de la glici- 
na; en los eritrocitos, fluidos corporales e hígado se 
acumulan precursores específicos de las porfirinas. 
| La forma más común es la porfiria intermitente 
| aguda. La mayoría de los afectados son heterocigotos 
y normalmente son asintomáticos, porque una sola 
copia del gen normal garantiza un nivel suficiente de 
actividad enzimática. Sin embargo, ciertos factores 
ambientales o nutricionales (aún poco conocidos) 
pueden ser causa de una acumulación de 6-aminole- 
vulinato y de porfobilinógeno que produce ataques 
de dolor abdominal agudo y disfunciones neurológi- 
cas. El rey Jorge IM, monarca británico durante la 
Revolución Americana, sufrió varios ataques de locu- 
ra aparente, que perjudicaron la imagen de un hom- 
bre por lo demás inteligente y sensato. Los síntomas 
de su dolencia sugieren que Jorge II sufría porfiria 
intermitente aguda. 

Una de las porfirias más infrecuentes da lugar a 
la acumulación de uroporfirinógeno I, un isómero 
' anormal de un precursor de la protoporfirma. Este 
compuesto tiñe la orina de rojo, provoca una fuerte 
fluorescencia de los dientes a la luz ultravioleta y 
hace que la piel sea anormalmente sensible a la luz 
solar. Muchos individuos con esta porfiria son anémi- 


o o PPP a ns 


consiste en la exposición a una lámpara fluorescente, 
que produce una conversión fotoquímica de la bilirrubi- 
na en compuestos que son más solubles y que se excre- 
tan más fácilmente. 

Estas rutas de degradación del hemo juegan papeles 
significativos en la protección de las células contra las 
lesiones oxidativas y en la regulación de ciertas funciones 
celulares. El CO producido por la hemo oxigenasa es 
tóxico a concentraciones elevadas, pero a las concentra- 
ciones extremadamente bajas generadas durante la 
degradación del hemo podría tener una función regula- 
dora y/o señalizadora. Tiene un efecto vasodilatador, muy 
parecido (aunque menos potente) que el óxido nítrico 
(que se discute más adelante). Concentraciones bajas de 
CO también tienen algunos efectos reguladores sobre la 
neurotransmisión. La bilirrubina es el antioxidante más 
abundante en los tejidos de mamíferos y es responsable 
de la mayor parte de la actividad antioxidante del suero. 
Sus efectos protectores parecen ser muy importantes en 
el desarrollo del cerebro de los niños recién nacidos. La 
toxicidad celular asociada con la ictericia puede ser debi- 
da a mivveles de bilirrubina superiores a la albúmina sérica 
necesaria para solubilizarla. 

Debido a estas variadas misiones de los productos 
de degradación del hemo, la ruta degradativa está suje- 
ta a regulación, principalmente en el primer paso. Los 
humanos tienen al menos tres isozimas de la hemo oxi- 
genasa (HO). La HO-1 está muy regulada; la expresión 
de su gen está inducida por una amplia gama de condi- 
ciones de estrés (estrés traumático, angiogénesis (desa- 
rrollo incontrolado de los vasos sanguíneos), hipoxia, 
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—CoriSparion ~ 


Sobre reyes y vampiros 


cos porque no se sintetiza suficiente hemo. Esta 
dolencia genética puede haber originado el mito | 
popular de los vampiros. | 

Los síntomas de la mayoría de las porfirias son 
hoy día fácilmente controlables con cambios en la 
dieta o con administración de hemo o hemoderiva- 
dos. 
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hiperoxia, choque térmico, exposición a la luz ultravio- 
leta, peróxido de hidrógeno y otras muchas agresiones 
metabólicas). La HO-2 se encuentra principalmente en 
el cerebro y en los testículos en donde se expresa de 
manera continua. El tercer isozima, HO-3, aún no está 
bien caracterizado. Ml 


La biosíntesis de la creatina y del glutatión se realiza 
a partir de aminoácidos 


La fosfocreatina, derivada de la creatina, constituye 
una importante amortiguador energético en el músculo 
esquelético (véase el Recuadro 23-2). La creatina se 
sintetiza a partir de la glicina y la arginina (Fig. 22-28); 
la metionina, en forma de S-adenosilmetionina, es el 
dador del grupo metilo. 

El glutatión (GSH), presente en plantas, animales 
y en algunas bacterias, a menudo en altas concentracio- 
nes, puede ser considerado como un amortiguador redox. 
Procede del glutamato cisteína y glicina (Fig. 22-29). El 
grupo ycarboxilo del glutamato se activa con ATP para 
formar un intermediario acil fosfato que, a continuación, 
es atacado por el grupo a-amino de la cisteína. Sigue una 
segunda reacción de condensación, con el grupo «-car- 
boxilo de la cisteína activado como acil fosfato para per- 
mitir la reacción con la glicina. La forma oxidada del glu- 
tatión (GSSG), producida en el transcurso de sus activi- 
dades redox, contiene dos moléculas de glutatión unidas 
mediante un puente disulfuro. 

El glutatión ayuda probablemente a mantener los 
grupos sulfhidrilo de las proteínas en su forma reducida y 
el hierro del grupo hemo en estado ferroso (Fe**), y tam- 
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FIGURA 22-28 Biosíntesis de creatina y fosfocreatina. La creatina se 
forma a partir de tres aminoácidos: glicina, arginina y metionina. Esta vía 
muestra la versatilidad de los aminoácidos corno precursores en la bio- 
síntesis de otras biomoléculas nitrogenadas. 


bién actúa como agente reductor de la glutarredoxina en 
la síntesis de desoxirribonucleótidos (véase la Fig. 22-41). 
Su acción redox también se usa para la eliminación de los 
peróxidos tóxicos que se forman durante el crecimiento y 
en el metabolismo en condiciones aeróbicas: 


2GSH + R—0—0—H — GSSG + H,O + R—OH 


Esta reacción está catalizada por la glutatión peroxi- 
dasa, un enzima que tiene la peculiaridad de contener 
un átomo de selenio (Se), unido covalentemente en 
forma de selenocisteína (véase la Fig. 3-8a), que es 
esencial para su actividad. 


Los b-aminoácidos se encuentran fundamentalmente 
en las bacterias 
Aunque los p-aminoácidos no se encuentran 


EJ generalmente en las proteínas, tienen algunas 


funciones especiales en la estructura de las paredes 
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FIGURA 22-29 Metabolismo del glutatión. (a) Biosíntesis del gluta- 
tión, (b) Forma oxidada del glutatión, 


celulares bacterianas y de los antibióticos peptídicos. 
Los peptidoglucanos de las bacterias (véase la Fig. 
6-30) contienen p-alanina y D-glutamato. Los p-aminoá- 
cidos se forman directamente a partir de los isómeros L 
por acción de aminoácido racemasas, que usan piridoxal 
fosfato como cofactor (véase la Fig. 18-6). La racemiza- 
ción de los aminoácidos es un proceso importante sola- 
mente en el metabolismo bacteriano, por lo que enzimas 
tales como la alanina racemasa son objetivos fundamen- 
tales de agentes farmacológicos. Un agente de este tipo, 
la L-fiuoroalanina, está siendo estudiado como fárma- 
co bactericida. Otro compuesto, la cicloserina, se utili- 
za para tratar la tuberculosis. Puesto que estos inhibido- 
res también afectan a algunos enzimas que precisan 
PLP en humanos, pueden presentar efectos secundarios 
indeseables. 


CO0” 
+ | PA 
CH) HO—E 
+/ $ 
F E NA; O 
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Los aminoacidos aromáticos son precursores de muchos 
compuestos presentes en los vegetales 


En las plantas, la fenilalanina, tirosina y triptófano se 
convierten en toda una serie de compuestos importan- 
tes. El polímero rígido lignina procede de la fenilalani- 
na y de la tirosina. En los tejidos vegetales, sólo es 
superado en abundancia por la celulosa. La estructura 
del polímero de lignina es compleja y no totalmente 
conocida. El triptófano es también el precursor de la 
hormona de crecimiento vegetal indoi-3-acetato, o 
auxina (Fig. 22-304), que ha sido relacionada con la 
regulación de una amplia gama de procesos biológicos 
en las plantas. 

La fenilalanina y la tirosina dan hugar también a toda 
una gama de productos naturales comerciales impor- 
tantes, tales como los taninos, que inhiben la oxidación 
del vino; alcaloides tales como la morfina, que tienen 
potentes efectos fisiológicos y los sabores de la esencia 
de canela (Fig. 22-30b), la nuez moscada, el clavo, la 
vainilla, la pimienta y otros productos. 


Las aminas biógenas son productos de descarboxilación 
de los aminoácidos 


Muchos neurotransmisores importantes son ami- 
nas primarias o secundarias que se forman a 
partir de aminoácidos mediante rutas sencillas. Ade- 
más, algunas poliaminas que forman complejos con el 
DNA proceden del aminoácido ornitina, un componente 
del ciclo de la urea. Un denominador común uchas 
de estas vías es la descarboxilación de los A 
otra reacción que requiere PLP (véase la Fig; 

La síntesis de algunos neurotransmisores se mues- 
tra en la Figura 22-31. La tirosina da lugar a una fami- 
lia de catecolaminas, que incluye la dopamina, la nore- 
pinefrina y la epinefrina. Los niveles de catecolami- 
nas están relacionados (entre otros aspectos) con los 
cambios de presión sanguínea. La enfermedad neuroló- 
gica de Parkinson está relacionada con una producción 
insuficiente de dopamina, y ha sido tratada tradicional- 
mente con administración de L-dopa. La sobreproduc- 
ción de dopamina en el cerebro se ha relacionado con 
alteraciones psíquicas tales como la esquizofrenia. 

La descarboxilación del glutamato da lugar al 
”“aminobutirato (GABA), un neurotransmisor inhi- 
bidor. La falta de GABA está relacionada con los ata- 
ques epilépticos. Se utilizan análogos del GABA para el 
tratamiento de la epilepsia y de la hipertensión, Los 
niveles de GABA también pueden ser incrementados 
administrando inhibidores del enzima encargado de su 
degradación, la GABA aminotransferasa. Otro neuro- 
transmisor importante, la serotonina, se forma en dos 
pasos a partir del triptófano. 

La histidina se descarboxila para dar lugar a la his- 
tamina, un potente vasodilatador presente en los teji- 
dos animales. La liberación de histamina en grandes 
cantidades forma parte de la respuesta alérgica. La his- 
tamina estimula también la secreción ácida del estóma- 
go. Existe una gran variedad de compuestos farmacoló- 
gicos diseñados para interferir con la síntesis o con la 
acción de la histamina. Un ejemplo destacable es un 
antagonista del receptor de histamina, la cimetidina 
(Tagamet), análogo estructural de la histamina: 
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GURA 22-30 Biosíntesis de dos sustancias vegetales a partir de 
ÓN (auxina) y (b) cinamato (esencia de 
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Favorece la curación de las úlceras duodenales al 
inhibir la secreción de ácido gástrico. 

Las poliaminas, tales como la espermina y la 
espermidina, que tienen un papel en el empaqueta- 
miento del DNA, proceden de la metionina y de la orni- 
tina por la vía que se muestra en la Figura 22-32, El 
primer paso es la descarboxilación de la ornitina, pre- 
cursor de la arginina (Fig. 22-12). La ornitina descar- 
boxilasa, un enzima que precisa PLP, es la diana de 
varios inhibidores potentes usados como agentes farma- 
cológicos (Recuadro 6-3). mE 


La arginina es el precursor de la síntesis biológica 
del óxido nítrico 


Un hallazgo sorprendente acaecido a mediados de la 
década de 1980 fue que el óxido mítrico (NO), antes 
conocido principalmente como contaminante atmosféri- 
co, tenía un papel como importante mensajero biológi- 
co. Esta sustancia gaseosa sencilla difunde fácilmente a 
través de las membranas, aunque su elevada reactividad 
limita su difusión a un radio de aproximadamente 1 mm 
desde el sitio de síntesis. En los humanos, el NO parti- 
cipa en una amplia gama de procesos fisiológicos, entre 
los que se incluyen la neurotransmisión, la coagulación 
sanguínea y el control de la presión sanguínea. Su modo 
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FIGURA 22-32 Biosintesis de espermidina y espermina. Los pasos de 
descarboxilación dependiente de PLP se muestran sombreados en rosa. 
En estas reacciones la S-adenosilmetionina (en su forma descarboxi- 
lada) actúa como fuente de grupos propilamino (sombreados en azul) 
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FIGURA 22-31 Biosíntesis de algunos neurotransmisores a partir de 
aminoácidos. El paso clave es el mismo en todos los casos: una descar- 
boxilación dependiente de PLP (sombreado en rosa). 
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de acción se describe en el Capítulo 12 (véase la Sec- 
ción 12.5%). 

El óxido nítrico se sintetiza a partir de arginina en 
una reacción dependiente de NADPH, catalizada por la 
óxido nítrico sintasa (Fig. 22-33), un enzima dimérico 
estructuralmente relacionado con la NADPH citocromo 
P-450 reductasa (véase el Recuadro 21-1). La reacción 
es una oxidación de cinco electrones. Cada subunidad 
del enzima lleva unida una molécula de cada uno de 
estos cuatro cofactores diferentes: FMN, FAD, tetrahi- 
drobiopterina y hemo Fe”. El NO es una molécula ines- 
table y no puede ser almacenada. Su síntesis es estimu- 
lada por la interacción de la Óxido nítrico sintasa con la 
Ca**-calmodulina (véase la Fig. 12-12). 


RESUMEN 22.3 Moléculas derivadas de aminoácidos 


MB Muchas biomoléculas importantes son derivados de 
aminoácidos. La glicina es un precursor de las porfiri- 
nas. La degradación de la ferroporfirina (hemo) genera 
bilirrubina, que se convierte en pigmentos biliares que 
tienen diversas funciones fisiológicas. 

MB La glicina y la arginina producen creatina y fosfo- 
creatina que es un amortiguador energético. El gluta- 
tión, formado a partir de tres aminoácidos, es un agente 
reductor celular importante. ; 

MM Las bacterias sintetizan p-aminoácidos a partir de 
L-aminoácidos mediante reacciones de racemización 
que requieren piridoxal fosfato. Los p-aminoácidos se 
encuentran frecuentemente en ciertas paredes bacte- 
rianas y ciertos antibióticos. 
E Los aminoácidos aromáticos dan lugari4-7 ras 
sustancias vegetales. La descarboxilación dependiente 
de PLP de algunos aminoácidos produce aminas bióge- 
nas importantes, incluidos neurotransmisores. 

MW La arginina es el precursor del óxido nítrico, un 
mensajero biológico. 


22.4 Biosíntesis y degradación 
de los nucleótidos 


Tal como se comentó en el Capítulo 8, los nucleótidos 
desempeñan una amplia variedad de funciones en todas 
las células. Son los precursores del DNA y del RNA. El 
ATP, y en cierta medida el GTP, son los principales 
transportadores de la energía química. Son componen- 
tes de los cofactores NAD, FAD, S-adenosilmetionina y 
coenzima A, así como de intermediarios biosintéticos 


activados tales como la UDP-glucosa y el CDP-diacilgli- 
cerol. Algunos nucleótidos, tales como el cAMP y el 
cGMP, actúan también como segundos mensajeros celu- 
lares, 

Hay dos tipos de vías que conducen a la formación 
de los nucleótidos: las rutas de novo y las rutas de 
recuperación. La síntesis de novo de los nucleótidos 
empieza a partir de sus precursores metabólicos: ami- 
noácidos, ribosa 5-fosfato, CO, y NH,. Las vías de recu- 
peración recicilan las bases libres y los nucleósidos 
liberados de la degradación de los ácidos nucleicos. 
Ambos tipos de vías son importantes en el metabolismo 
celular y ambos se discuten en esta sección. 

Las vías de novo para la biosíntesis de purinas y 
pirimidinas son casi idénticas en todos los seres vivos. 
Es de destacar que las bases libres guanina, adenina, 
timina, citidina y uracilo no son intermediarios en estas 
vías; es decir, no se sintetizan las bases y a continuación 
se unen a la ribosa, como podría esperarse. La estructu- 
ra del anillo de purina se construye añadiendo uno o 
unos pocos átomos a la vez a la ribosa a lo largo de todo 
el proceso. El anillo de pirimidina se sintetiza como 
orotato, unido a ribosa fosfato, y a continuación se 
convierte en los nucleótidos de pirimidina comunes que 
se utilizan en la síntesis de los ácidos nucleicos. Aunque 
las bases libres no son intermediarios en las vías de sín- 
tesis de novo, pueden serlo en algunas vías de recupe- 
ración. 

Las vías de síntesis de novo de purinas y pirimidinas 
med varios precursores importantes. El fosforri- 
(PRPP) es importante en ambos casos, 
estructura de la ribosa se mantiene en 


el nucleótido sintetizado, a diferencia de io descrito 


anteriormente en la síntesis del triptófano y de la histi- 
dina. En cada vía un aminoácido es un precursor impor- 
tante: la glicina para las purinas y el aspartato para las 
pirimidinas. Una vez más, la glutamina es la fuente más 
importante de grupos amino, jugando este papel en 
cinco pasos distintos de la vía de novo. El aspartato 
también se utiliza dos veces como fuente de un grupo 
amino en las vías de las purmas. 

Otros dos aspectos merecen ser mencionados. Pri- 
mero, hay pruebas, sobre todo en la vía de novo de las 
purinas, de que en la célula los enzimas implicados 
forman parte de grandes complejos multienzimáticos, 
un tema recurrente en el metabolismo. Segundo, las 
reservas celulares de nucleótidos (a excepción del 
ATP) son bastante pequeñas, tal vez un 1% o menos de 
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FIGURA 22-33 Biosintesis del oxido nítrico. Ambos pasos están catalizados por la óxido nítrico sintasa. El nitrógeno del 


NO procede de! grupo guanidinio de la arginina. 


las cantidades necesarias 
para sintetizar el DNA celular. 
Por ello, las células han de 
continuar sintetizando nucleó- 
tidos durante la síntesis de 
los ácidos nucleicos y, en 
algunos casos, la síntesis de 
nucleótidos puede ser un fac- 
tor limitante de las velocida- 
des de replicación y de trans- 
cripción del DNA. Debido a la 
gran importancia de estos 
procesos en las células en 
división, los agentes inhibido- 
res de la síntesis de nucleóti- 
dos han adquirido una gran 
importancia en la medicina moderna. 

Examinaremos a continuación las vías biosmtéticas 
de los nucleótidos de purinas y pirimidinas y su regula- 
ción, la síntesis de desoxinucleótidos y la degradación 
de purinas y pirimidinas hasta ácido úrico y urea. Fina- 
lizaremos con una discusión de los agentes quimioterá- 
picos que afectan a la síntesis de nucleótidos. 


John M. Buchanan, 1917-2007 
Fuente: Cortesía de MIT 
Museum. ] 


La síntesis de novo de los nucleótidos de purina empieza 
con el PRPP ( 


Los dos nucleótidos de purina originales de los ácidos 
nucleicos son la adenosina 5'-monofosfato (AMP; adeni- 
lato) y la guanosina 5'-monofosfato (GMP; guanilato), 
que contienen las bases púricas dera guanin 

1158 


Figura 22-34 muestra el origen de ] DP 
bono y de nitrógeno del sistema de ani € la puria 


tal como fue descrito por John Buchanan mediante el 
uso de marcadores isotópicos en aves. La vía de biosín- 
tesis de las purinas fue descrita en detalle por primera 
vez por Buchanan y G. Robert Greenberg en la década 
de 1950. 

En el primer paso determinante de la vía, un grupo 
amino, proporcionado por la glutamina, se une al C-1 
del PRPP (Fig. 22-35). La 5-fosforribosilamina 
resultante es muy inestable, con una vida media de 30 
segundos a pH 7,5. El anillo de purina se construye a 
continuación sobre esta estructura. La ruta aquí descri- 
ta es idéntica en todos los organismos, con la excepción 
de un paso que, tal como se menciona más adelante, es 
diferente en los eucariotas superiores. 

El segundo paso consiste en la incorporación de 
tres átomos de la glicina (Fig. 22-35, paso @). Se gasta 
un ATP para activar el grupo carboxilo de la glicina (en 
forma de acil fosfato) para esta reacción de condensa- 
ción. El grupo amino de la glicina incorporada se formi- 
la a continuación por acción del N*”-formiltetrahidrofo- 
lato @, y se incorpora un nitrógeno suministrado por la 
glutamina (paso @), antes que la deshidratación y el 
cierre del anillo den lugar al anillo de imidazol de cinco 
átomos del núcleo de la purina, en forma de 5-aminoimi- 
dazol ribonucleótido (AIR; paso 6) ). 

En este punto, tres de los seis átomos necesarios 
para la formación del segundo anillo de purina se hallan 
en la posición que les corresponde. Para completar el 
proceso se añade primero un grupo carboxilo (paso 
(O). Se trata de una carboxilación poco habitual, puesto 
que no utiliza biotina, sino que se realiza a partir del 
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FIGURA 22-34 Origen de los átomos del anillo de las purinas. Esta 
información fue obtenida a partir de experimentos de marcaje isotópico 
con precursores marcados con “C o PN. El formiato se suministra en 
forma de N'-formiltetrahidrofolato. 


bicarbonato que se halla normalmente en las disolucio- 
nes acuosas. Una reorganización transfiere el carboxila- 
to del grupo amino exocíclico a la posición 4 del anillo 
de imidazol (paso @). Los pasos (Y) y @ sólo se dan en 
bacterias y hongos. En los eucariotas superiores, inclui- 
dos los humanos, el 5-aminoimidazol ribonucleótido, 
producto del paso 6H) se carboxila directamente a car- 
boxiaminoimidazol ribonucleótido en un solo paso en 
lugar de dos (paso @). El enzima que cataliza esta 
reacción es la AIR carboxilasa. 

A continuación, el aspartato cede su grupo amino 
en dos pasos (O) y O) ): formación de un enlace amida 
seguida de la eliminación del esqueleto carbonado del 
aspartato (en forma de fumarato). (Recuerde que el 


PERAR Eene un papel análogo en dos pasos del ciclo 
A ; véase la Fig. 18-10). El último átomo de car- 


bono es proporcionado por el N'"-formiltetrahidrofolato 
(paso ) ), y a continuación tiene lugar la segunda cicla- 
ción que proporciona el segundo de los dos anillos fusio- 
nados del núcleo de purina (paso @). El primer inter- 
mediario con un anillo purínico completo es el inosina- 
to (IMP). 

Al igual que en las vías biosintéticas del triptófano y 
la histidina, los enzimas de la síntesis del IMP parece 
que forman parte de grandes complejos multienzimáti- 
cos celulares. Prueba de ello, una vez más, es la existen- 
cia de polipéptidos con varias funciones en una única 
cadena, algunos de los cuales catalizan pasos no secuen- 
ciales de la vía. En las células eucarióticas, desde las 
levaduras a la mosca del vinagre o el pollo, los pasos YY, 
O y O de la Figura 22-35 están catalizados por una 
proteína multifuncional. Otra proteína multifuncional 
cataliza los pasos @ y @. En los humanos, un enzima 
multifuncional combina las actividades de la AIR car- 
boxilasa y la SAICAR sintetasa (pasos (B y @). En las 
bacterias estas actividades se hallan en proteínas sepa- 
radas, pero las proteínas podrían formar un gran com- 
plejo no covalente. La canalización de los intermediarios 
de reacción desde un enzima hasta el siguiente, favore- 
cida por estos complejos, es probablemente muy impor- 
tante en el caso de intermediarios poco estables tales 
como la 5-fosforribosilamina. 

La conversión del inosinato en adenilato requiere la 
incorporación de un grupo amino procedente del aspar- 
tato (Fig. 22-36); ello tiene lugar en dos reacciones 
similares a las utilizadas para incorporar el N-1 del anillo 
de la purina (Fig. 22-35, pasos (Y y 9) ). Una diferencia 
clave consiste en la utilización de GTP, en lugar de ATP, 
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FIGURA 22-35 Síntesis de novo de los nucleótidos de purina: cons- 
trucción del anillo purínico del inosinato (IMP). Cada incorporación al 
anillo purínico está coloreada de la misma forma que en la Fig. 22-34. 
A partir del paso @, R simboliza el grupo S-fosto-o-ribosilo sobre el 
que se construye el anillo purínico. La formación de 5-fosforribosila- 
mina (paso O) es el primer paso determinante de la síntesis de las 
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purinas. Observe que el producto del paso @, AICAR, es el remanente 
de! ATP liberado durante la biosíntesis de histidina (véase la Fig. 22-22, 
paso @). Se utilizan abreviaturas para la mayor parte de los interme- 
diarios para simplificar la nomenclatura de los enzimas de la vía. El 
paso @ a es la ruta alternativa de AIR a CAIR que se da en los eucario- 
tas superiores. 
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FIGURA 22-36 Biosíntesis de AMP y GMP a partir de IMP. 


como fuente de fosfato de alta energía en la síntesis del 
adenilosuccinato. El guanilato se forma por oxidación 
del inosinato en C-2, que requiere NAD”, seguida de la 
incorporación de un grupo amino procedente de la glu- 
tamina. El ATP se hidroliza a AMP y PP, en el último 
paso (Fig. 22-36). , 


La biosíntesis de los nucleótidos de purina está regulada 
por retroinhibición 


En la regulación de la velocidad glo e sínte 
novo de los nucleótidos purínicos y NS 
relativas de formación de los dos productos es, a à 
nilato y guanilato cooperan tres mecanismos principales 
de retroalimentación (Fig. 22-37). El primero de estos 
mecanismos se ejerce sobre la primera reacción especí- 
fca de la síntesis de purinas: la transferencia de un 
grupo amino al PRPP para formar la 5-fosforribosilami- 
na. Esta reacción está catalizada por el enzima alostéri- 
co glutamina-PRPP amidotransferasa, que es inhibido 
por los productos finales IMP, AMP y GMP. El AMP y el 
GMP actúan de manera sinérgica en esta inhibición con- 
certada. Así pues, siempre que el AMP o el GMP se 
acumulan en exceso, se inhibe parcialmente el primer 
paso de su biosíntesis a partir de PRPP. 

En el segundo mecanismo de control, que se ejerce 
más adelante, un exceso de GMP en la célula inhibe la 
formación de xantilato a partir de inosinato, catalizada 
por la IMP deshidrogenasa, sin afectar la formación de 
AMP. Por el contrario, una acumulación de adenilato 
inhibe la formación de adenilosuccinato por la adenilo- 
succinato sintetasa, sin que se vea afectada la biosínte- 
sis de GMP. Cuando los dos productos se encuentran en 
concentraciones suficientes se acumula IMP que inhibe 
un paso anterior de la vía; esta estrategia reguladora se 
denomina retroinhibición secuencial. En el tercer 
mecanismo, el GTP es necesario para la conversión de 
IMP en AMP mientras que el ATP es necesario para la 
conversión de IMP en GMP (Fig. 22-36), un control 
recíproco que tiende a equilibrar la síntesis de los dos 
ribonucleótidos. 

El mecanismo de control final es la inhibición de la 
síntesis de PRPP por regulación alostérica de la ribosa 
fosfato pirofosfoquinasa. Este enzima es inhibido por 
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ADP y GDP y por los metabolitos de otras rutas en las 
que el PRPP es el punto de inicio. 


Los nucleótidos de pirimidina se sintetizan a partir 

de aspartato, PRPP y carbamil fosfato 

Los ribonucleótidos comunes de pirimidina son la citidi- 
na 5' monofosfato (CMP; citidilato) y la uridina 5'-mono- 
fosfato (UMP; uridilato), que contienen las pirimidinas 
citosina y uracilo. La biosíntesis de novo de los nucleó- 


AÑ de pirimidina (Fig. 22-38) difiere en cierta medi- 


tesis de nucleótidos de purina, puesto que el 
anillo de seis átomos de la pirimidina se sintetiza prime- 
ro y a continuación se une a la ribosa 5-fosfato. Este 
proceso necesita carbamil fosfato, también un interme- 
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FIGURA 22-37 Mecanismos de regulación de la biosíntesis de los 
nucleótidos de adenina y de guanina en E. coli. La regulación de estas 
vías es distinta en otros organismos. 
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FIGURA 22-38 Síntesis de novo de los nucleótidos de pirimidina: bio- 
síntesis de UTP y CTP por la vía del orotidilato. La pirimidina se cons- 
truye a partir de carbamil fosfato y aspartato. A continuación la orotato 
fosforribosiltransferasa añade la ribosa 5-fosfato al anillo ya completo de 
pirimidina. El primer paso de la via (no mostrado aquí, véase la Fig. 
18-1a) es la síntesis de carbamil fosfato a partir de CO, y NH;, catali- 
zada en los eucariotas por la carbamil fosfato sintetasa H. 


diario del ciclo de la urea. Sin embargo, tal como men- 
cionó en el Capítulo 18, en los animales, el carbamil 
fosfato necesario para la síntesis de urea se forma en la 


mitocondria por acción de la carbamil fosfato sintetasa 
I, mientras que el carbamil fosfato necesario en la bio- 
síntesis de pirimidinas se forma en el citosol por una 
forma distinta del enzima, la carbamil fosfato sinte- 
tasa II. En las bacterias, un único enzima suministra el 
carbamil fosfato necesario para la síntesis de arginina y 
de las pirimidinas. El enzima bacteriano tiene tres sitios 
activos separados, espaciados a lo largo de un canal de 
cerca de 100 Á de longitud (Fig. 22-39). La carbamil 
fosfato sintetasa bacteriana es un buen ejemplo de 
canalización de intermediarios de reacción inestables 
entre sitios activos. 

El carbamil fosfato reacciona con el aspartato para 
dar N-carbamilaspartato en el primer paso determinan- 
te de la síntesis de las pirimidinas (Fig. 22-38). Esta 
reacción está catalizada por la aspartato transcarba- 
milasa. En las bacterias este paso está estrictamente 
regulado, y la aspartato transcarbamilasa bacteriana es 
uno de los enzimas alostéricos más estudiados (véase 
más adelante). El anillo de pirimidina se cierra por eli- 
minación de una molécula de agua del N-carbamilaspar- 
tato, en una reacción catalizada por la dihidroorotasa, 
para dar L-dihidroorotato. Este compuesto se oxida para 
dar el derivado pirimidínico orotato, reacción en la que 
el NAD* es el aceptor final de electrones. En los euca- 
riotas, los tres primeros enzimas de esta vía (la carbamil 
fosfato sintetasa II, la aspartato transcarbamilasa y la 
dihidroorotasa) forman parte de una única proteína 
trifuncional. La proteína, conocida por las siglas CAD, 
está formada por tres cadenas polipeptídicas idénticas 

ada M4, 230.000), con sitios activos para las tres 
i iia DN eada subunidad. Esto sugiere que los 


| grandes complejos multienzimáticos pueden ser la 


norma en esta vía metabólica. 

Una vez formado el orotato se añade la cadena late- 
ral de ribosa 5-fosfato, aportada una vez más por el 
PRPP, para dar orotidilato (Fig. 22-38). El orotidilato se 
descarboxila a continuación para dar uridilato, que se 
fosforila a UTP. El CTP se forma a partir del UTP por 
acción de la citidilato sintetasa, a través de un inter- 
mediario acil fosfato (consumiendo un ATP). El dador 
de nitrógeno es normalmente la glutamina, aunque las 
citidilato sintetasas de muchas especies pueden utiliza 
directamente el NH. 


La biosíntesis de los nucleótidos de pirimidina 

está regulada por retroinhibición 

La regulación de la velocidad de síntesis de los nucleó- 
tidos de pirimidina en las bacterias depende en gran 
parte del enzima aspartato transcarbamilasa (ATCasa), 
que cataliza la primera reacción de la secuencia, y que 
es inhibido por CTP, el producto final de la secuencia 
(Fig. 22-38). La molécula de ATCasa bacteriana consta 
de seis subunidades catalíticas y seis subunidades regu- 
ladoras (véase la Fig. 6-34). Las moléculas de sustrato 
se unen a las subunidades catalíticas, mientras que el 
inhibidor alostérico CTP se une a las subunidades alos- 
téricas. La molécula entera de ATCasa, así como sus 
subunidades, existen en dos conformaciones, una activa 
y otra inactiva. Cuando no hay CTP unido a las subuni- 
dades reguladoras la actividad enzimática es máxima. A 
medida que se acumula el CTP y se une a las subunida- 
des reguladoras, éstas cambian de conformación. Este 


FIGURA 22-39 Canalización de intermedios en la carbamil fosfato 
sintetasa bacteriana. (De PDB ID 1M6W). La reacción catalizada por 
este enzima se ¡ilustra en la Figura 18-1la Las subunidades grandes y 
pequeñas se muestran en marrón y azui, respectivamente; el tune! entre 
sitios activos (de casi 100 À de longitud) se muestra en blanco. En esta 
reacción una molécula de glutamina se une a la subunidad pequeña y 
cede su nitrógeno amídico en forma de NH 4. gn una reacción del tipo de 
la glutamina amidotransferasa. El NH,” entra en el tunel que lo conduce 
hasta un segundo sitio activo, donde se combina con bicarbonato en una 
reacción que requiere ATP. El carbamalto a continuación vuelve a entrar 
en el tunel para alcanzar el tercer sitio activo, don fosforilad 

ATP a carbamil fosfato. Para resolver esta sieles Òi 

lizó con ornitina unida al sitio de unión del gluta 8 
sitios de unión del ATP, [Fuente: Modificado de PDB 1D 1M6 V.J.B. Tho- 
den et al., J Bio! Chem. 277: 39,722, 2002.] 


cambio se propaga a las subunidades catalíticas que, a 
su vez, adquieren una conformación inactiva. El ATP 
impide los cambios inducidos por el CTP. La Figu- 
ra 22-40 muestra los efectos de los reguladores alosté- 
ricos en la actividad de la ATCasa. 


Los nucleósidos monofosfato se convierten 
en nucleósidos trifosfato 


Los nucleótidos que se utilizarán en las biosíntesis se 
convierten generalmente en nucleósidos trifosfato. Las 
vías de conversión son comunes a todas las células. La 
fosforilación de AMP a ADP es promovida por la adeni- 
lato quinasa, según la reacción 


ATP + AMP == 2 ADP 


El ADP así formado se fosforila a ATP por los enzimas 
glucolíticos o a través de la fosforilación oxidativa. 

El ATP también es responsable de la formación de 
otros nucleósidos difosfato gracias a la acción de una 
clase de enzimas denominados nncleósido monofos- 
fato quinasas. Estos enzimas, que, en general son 
específicos para una base concreta, pero no son especí- 
ficos para el azúcar (ribosa o desoxirribosa), catalizan la 
reacción 


ATP + NMP => ADP + NDP 


md ARa 
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FIGURA 22-40 Regulación alostérica de la aspartato transcarbami- 
lasa por CTP y ATP. La adición de 0,8 mm de CTP, el inhibidor alostérico 
de la ATCasa, aumenta la K,. para el aspartato (curva inferior) redu- 
ciendo así la velocidad de conversión del aspartato en N-carbamilaspar- 
tato. El ATP a una concentración de 0,6 mm invierte completamente este 
efecto (curva central). 


Los eficientes sistemas celulares de refosforilación del 
ADP a ATP tienden a desplazar esta reacción en la 
dirección de los productos. 

Los nucleósidos difosfato se convierten en trifosfa- 
tos por acción de un enzima ubicuo, la nueleósido 
difosfato quinasa, que cataliza la reacción 


NTPp + NDP, => NDPp + NTP, 


Este enzima tiene la característica destacable de no ser 
o ni para la base (purinas o pirimidinas) ni para 

(ribosa o desoxirribosa). Esta [alta de especi- 
ficidad se manifiesta tanto para el aceptor (A) como 
para el dador (D) de fosfato, si bien el dador (NTPp) es 
casi siempre el ATP, pues está presente en concentra- 
ciones más elevadas que los demás nucleósidos trifosfa- 
to en condiciones aeróbicas. 


Los ribonucleótidos son los precursores 
de los desoxirribonucleótidos 


Los desoxirribonucleótidos, las unidades monoméricas 
del DNA, proceden de los ribonucleótidos correspon- 
dientes por reducción directa en el átomo de carbono 2' 
de la D-ribosa para formar el derivado 2”-desoxi. Por 
ejemplo, la adenosina difosfato (ADP) se reduce a 
2 -dJesoxiadenosina difosfato (dADP) y el GDP se redu- 
ce a dGDP. Esta reacción es especial, pues la reducción 
tiene lugar en un carbono no activado; no se conoce 
ninguna reacción química análoga. La reacción está 
catalizada por la ribonucleótido reductasa, siendo la 
mejor caracterizada la de E. coli, cuyos sustratos son 
ribonucleósidos difosfato. 

La reducción de la porción de p-ribosa de un ribo- 
nucleósido difosfato a 2*”-desoxi-p-ribosa precisa un par 
de átomos de hidrógeno que, en último término, propor- 
ciona el NADPH a través de una proteína transportado- 
ra de hidrógenos, la tiorredoxina. Esta proteína ubi- 
cua realiza funciones redox similares en la fotosíntesis 
(véase la Fig. 20-46) y en otros procesos. Esta proteína 
posee parejas de grupos -SH que transportan átomos de 
hidrógeno desde el NADPH hasta el ribonucleósido 
difosfato. La forma oxidada (disulfuro) de la tiorredoxi- 
na se reduce con NADPH en una reacción catalizada por 
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la tiorredoxina reductasa (Fig. 22-41); la tiorredo- 
xina reducida es utilizada a continuación por la ribonu- 
cleótido reductasa para reducir los nucleósidos difosfa- 
to (NDP) a desoxirribonucleósidos difosfato (ANDP). 
Una segunda fuente de equivalentes de reducción para 
la ribonucleótido reductasa es el glutatión (GSH). El 
glutatión reduce una proteína estrechamente relaciona- 
da con la tiorredoxina, denominada glutarredoxina, la 
cual transfiere el poder reductor a la ribonucleótido 
reductasa (Fig. 22-41). 

Hay que destacar que el mecanismo de reacción de 
la ribonucleótido reductasa es el ejemplo mejor caracte- 
rizado de la utilización de radicales libres en transforma- 
ciones bioquímicas, que antes se consideraba rara en los 
sistemas biológicos. El enzima presente en E. coli y en la 
mayor parte de eucariotas es un dímero «a,,, con las 
subunidades catalíticas a, y las subunidades $, producto- 
ras de los radicales libres (Fig. 22-42). Las subunidades 
catalíticas contienen dos tipos de sitios reguladores, tal 
como se describe más adelante. Los dos sitios activos del 
enzima están situados en la interfase entre las subunida- 
des catalítica (a,) y las generadoras de radicales libres 
(9,). En cada sitio activo, una subunidad a aporta dos 
grupos tiol que son necesarios para la actividad, mientras 
que las subunidades 8, aportan un radical tirosilo estable. 
Las subunidades /, también poseen un cofactor binu- 
clear de hierro (Fe”>) que ayuda a generar y estabilizar el 
radical Tyr'? (Fig. 22-42). El radical tirosilo se encuentra 
demasiado lejos del sitio activo para interaccionar direc- 
tamente con el mismo, pero varios residuos aromáticos 
forman una ruta de transferencia de radical largo 
alcance hasta el sitio activo (Fig. 22-42c). Un 


(a) (b) 
NADP+ NADPH 


H20 
dNDP NDP 


FIGURA 22-41 Reducción de ribonucleótidos a desoxirribonucieáti- 
dos por la ribonucleótido reductasa. Los electrones se transfieren (fle- 
chas rojas) al enzima desde el NADPH a través de (a) la glutarredoxina 
o (b) la tiorredoxina. Los grupos sulfuro de la glutarredoxina reductasa 
son suministrados por dos moléculas de glutatión unido (GSH; GSSG 
indica glutatión oxidado). Observe que la tiorredoxina reductasa es un 
flavoenzima con FAD como grupo prostético, 


de reacción probable de la ribonucleótido reductasa se 
muestra en la Figura 22-43. En £. colz, las fuentes pro- 
bables de los equivalentes de reducción necesarios para 
esta reacción son la tiorredoxina y la glutarredoxina, tal 
como se ha indicado anteriormente. 

Se conocen tres clases de ribonucleótido reductasa. 
Sus mecanismos (cuando son conocidos) generalmente 
responden al esquema de la Figura 22-43, pero difieren 
en la identidad del grupo que suministra el radical del 
sitio activo y los cofactores necesarios para generarlo. 
El enzima de E. coli (clase I) requiere oxígeno para 
regenerar el radical tirosilo si está apantallado, y por lo 
tanto sólo funciona en condiciones aeróbicas. Los enzi- 
mas de la clase II, encontrados en otros microorganis- 
mos, tienen 5'-desoxiadenosilcobalamina (véase el 
Recuadro 17-2) en lugar de un centro binuclear de hie- 
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FIGURA 22-42 Ribonucleótido reductasa. (a) Esquema de la estruc- 
tura en subunidades. La subunidad catalítica (a, también llamada R1) 
contiene los dos sitios reguladores descritos en la Fig. 22-44 y dos resi- 
duos Cys importantes en el mecanismo de reacción, Las subunidades A 
(también llarnada R2) generadoras de radicales contienen el residuo cri- 
tico Tyr"? y el centro de hierro binuclear. (b) Las estructuras de a, y B, 
permiten deducir la estructura más probable de a,6, (de PDB ID 3UUS) 
(c) Ruta más probable de farmación de radicales desde la Tyr? inicial 
en una subunidad $ hasta la Cyst? del sitio activo, que se usa en el 
mecanismo mostrado en la Figura 22-43. Varios residuos aminoácidos 
aromáticos participan en la transferencia de radicales a larga distancia, 
desde el punto de formación en la Tyr”? hasta el sitio activo donde esta 
unido el nucleótido sustrato, [Fuentes: (a) Información cedida por L. 
Thelander and P. Reichard, Annu Review Biochem. 48:133, 1979. (b, c). 
Derivado de PDB iD 3UUS, N, Ando et al, Proc. Natl. Acad Sci. USA 
108:21,046, 2011,] 


rro. Los enzimas de la clase IM han evolucionado para 
funcionar en un medio anaeróbico. E. coli posee una 
ribonucleótido reductasa de la clase III diferente cuan- 
do crece en condiciones anaeróbicas; este enzima con- 
tiene un agrupamiento ferro-sulfurado (estructural- 
mente distinto del centro binuclear de hierro del enzima 
de clase [), requiere NADPH y S-adenosilmetionina para 
su actividad y utiliza nucleósidos trifosfato como sustra- 
tos en lugar de núcleósidos difosfato. La evolución de 
diferentes clases de ribonucleótido reductasas para la 
producción de los precursores del DNA en diferentes 
condiciones ambientales muestra la importancia de esta 
reacción en el metabolismo de los nucleótidos. 

La regulación de la ribonucleótido reductasa de E. 
coli no es hahitual, pues no sólo su actividad sino tam- 
bién su especificidad de sustrato están reguladas por 
la unión de moléculas efectoras. Cada subunidad «a 
posee dos tipos de sitio regulador (Fig. 22-42). Uno de 
los tipos influye en la actividad global del enzima y une 
ATP, que actúa como activador, o dATP, que actúa como 


(glutarredoxina) 


Tiorredoxina (SH), 
(glutarredoxina) 


Cor Derio 
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inhibidor. El segundo tipo de sitio regulador modifica la 
especificidad por el sustrato en respuesta a la molécula 
efectora (ATP, dATP, dTTP o dGTP) que se haya unido 
(Fig. 22-44). Cuando se une ATP o dATP se favorece 
la reducción del UDP y del CDP. Cuando se une dTTP o 
dGTP se estimula la reducción del GDP o del ADP, res- 
pectivamente. El esquema está diseñado para garanti- 
zar una reserva equilibrada de precursores para la sín- 
tesis de DNA. El ATP es también un activador general 
para la biosíntesis y para la reducción de los ribonucleó- 
tidos. La presencia de dATP en pequeñas cantidades 
incrementa la reducción de los nucleótidos de pirimidi- 
na. Una sobresuministro de dNTP de pirimidina se 
manifiesta por unos niveles elevados de dTTP, lo que 
provoca un cambio de especificidad que favorece la 
reducción de GDP. Los niveles elevados de dGTP, en 
cambio, favorecen la reducción del ADP, mientras que 
unos niveles altos de dATP inhiben el enzima. Se cree 
que estos efectores inducen varias conformaciones 
enzimáticas distintas con diferentes especificidades. 


MECANISMO FIGURA 22-43 Mecanismo propuesto para la ribonu- 
cleótido reductasa. En el enzima de E. coli y de la mayoría de eucariotas, 
los grupos tiol activos se hallan en la subunidad «; el radical del sitio 


activo (-X”) se halla en la subunidad [$ y es, en E. coli, probablemente un 
radical mercaptilo de la Cys*” (véase la Fig. 22-42). 
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FIGURA 22-44 Regulación de la ribonucieótido reductasa por desoxi- 
nucleósidos trifosfato. La actividad global del enzima resulta afectada 
por la unión al sitio regulador principal (izquierda). La especificidad del 
enzima para el sustrato resulta afectada por la naturaleza de la molécula 


Estos efectos reguladores están acompañados y 
posiblemente promovidos por grandes cambios estruc- 
turales en el enzima. Cuando la forma activa del enzima 
de E. coli (a,8,) se inhibe al añadir el inhibidor alosté- 
rico dATP, se forma una estructura en anillo a,4, con 
subunidades a, y ø, alternadas (Fig. 22-45). En esta 
estructura alterada, la ruta de formación de radicales de 
P a a está desorganizada y los residuos 
expuestos al disolvente, lo que evita la tras 
radicales con la consiguiente inhibición de la 
La formación de estructuras en anillo «8, revierte 
cuando disminuyen los niveles de dATP. La ribonucleó- 
tido reductasa de levadura también oligomeriza en pre- 
sencia de dATP, formando una estructura anular 
hexamérica aß,- 


El timidilato se forma a partir de dCDP y dUMP 


El DNA contiene timina en lugar de uracilo, y la vía de 
novo de la timina sólo incluye desoxirribonucleótidos. 
El precursor inmediato del timidilato (ATMP) es el 


CDP 


GDP 


GADP —— == (ATP 
Productos 


efectora que se une al segundo tipo de sitio regulador (derecha). El dia- 
grama indica la inhibición o estimulación de la actividad enzimática por 
acción de los cuatro sustratos diferentes, La vía de dUDP a dTTP se des- 
cribe más adelante (véanse las Figs. 22-46, 22-47). 


dUMP. En las bacterias la vía que conduce al dUMP 
empieza por la formación de dUTP, ya sea por desami- 
nación del dCTP o por fosforilación del dUDP 
(Fig. 22-46). El dUTP se convierte en dUMP por una 
dUTPasa. Esta última reacción debe ser lo bastante 
eficiente como para mantener las reservas de dUTP 
suficientemente bajas y evitar así la incorporación de 
idilato al DNA. 
(AAC del dUMP a dTMP está catalizada por 
tasa. Se transfiere una unidad de un 
carbono con el nivel de oxidación del hidroximetilo 
(—CH,OH) (véase la Fig. 18-17), desde el N",W"-meti- 
lenotetrahidrofolato hasta el JUMP, y a continuación se 
reduce para dar un grupo metilo (Fig. 22-47). La 
reducción tiene lugar a expensas de la oxidación del 
tetrahidrofolato a dihidrofolato, lo que es poco habitual 
en reacciones que utilizan el tetrahidrofolato. (Los deta- 
lles del mecanismo de esta reacción se muestran en la 
Fig. 22-53). El dihidrofolato se reduce a tetrahidrofolato 
por la dihidrofolato reductasa, una regeneración 


FIGURA 22-45 Oligomerización de la ribonucleótido reductasa indu- 
cida por el inhibidor alostérico dATP. A concentraciones elevadas de 
dATP (50 um), a, 8, forma estructuras anulares (POB ID 3UUS). En esta 
conformación, los residuos en el trayecto de formación de los radicales 


están expuestos al disolvente, bloqueando la reacción de los radicales e 
inhibiendo el enzima. La oligomerización revierte a concentraciones de 
dATP más bajas. [Fuente: Derivado de PDB ID 3UUS, N. Ando et al., 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 108:21,046, 2011.) 


esencial por los muchos procesos que requieren tetrahi- 
drofolato. En las plantas y en al menos un protista, las 
actividades timidilato sintasa y dihidrofolato reductasa 
se hallan en una única proteína bifuncional. 

Alrededor del 10% de la población humana (y 

hasta el 50% en las comunidades pobres) padece 
deficiencia de ácido fólico. Cuando la deficiencia es 
severa provoca enfermedades cardíacas, cáncer y algu- 
nos tipos de disfunción cerebral. Al menos una parte de 
los síntomas resulta de la disminución de la síntesis de 
timidilato, que provoca una incorporación anormal de 
uracilo en el DNA. El uracilo es reconocido por los sis- 
temas de reparación del DNA (descritos en el Capítulo 
25) del que es eliminado. La presencia de elevados 
niveles de uracilo en el DNA origina cortes en las cade- 
nas del DNA que pueden afectar gravemente la función 
y la regulación del DNA nuclear, para provocar final- 
mente los efectos descritos en el corazón y el cerebro, 
así como un aumento de la mutagénesis que favorece el 
cáncer. Y 


La degradación de las purinas y pirimidinas produce ácido 
úrico y urea, respectivamente 


Los nucleótidos purínicos se degradan por una vía en la 
que el grupo fosfato se pierde por acción de la 5*-nucleo- 
tidasa (Fig. 22-48). El adenilato se transforma en 
adenosina, que se desamina a inosina por la adenosina 
desaminasa y, a su vez, la inosina se hidroliza a 
hipoxantina (su base púrica) y D-ribosa. La hipoxantina 
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grupo prostético. El oxígeno molecular es el aceptor de 
electrones en esta compleja reacción. 

El catabolismo del GMP también proporciona ácido 
úrico como producto final. El GMP se hidroliza primero 
para dar guanosina, que a continuación se descompone 
dando guanina libre. La hidrólisis del grupo amino de la 
guanina la convierte en xantina, que a su vez se trans- 
forma en ácido úrico por la xantina oxidasa (Fig. 22-48). 

El ácido úrico es el producto final de excreción del 
catabolismo de las purinas en los primates, aves y algu- 
nos otros animales. Un ser humano adulto sano excreta 
ácido úrico a un ritmo de unos 0,6 g/24 h; el producto 
excretado procede en parte de las purinas ingeridas y 
en parte del recambio de nucleótidos purínicos de los 
ácidos nucleicos. En la mayoría de mamiferos y en 
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FIGURA 22-46 Biosíntesis del timidilato (dTMP). Las rutas se mues- 
tran empezando con la reacción catalizada por la ribonucleótido reduc- 
tasa. En la Figura 22-47 se dan detalles de la reacción de la timidilato 
sintasa. 


FIGURA 22-47 Conversión de dUMP en dTMP por la timidilato sin- 
tasa y la dihidrofolato reductasa. La serina hidroximetiltransferasa es 
necesaria para la regeneración de la forma A5.N'-metileno del tetrahi- 
drofolato. En la síntesis de dTMP los tres hidrógenos del grupo metilo 
incorporado proceden del N” N'P-metilenotetrahidrofolato (rosa y gris). 


muchos otros vertebrados el ácido úrico se degrada 
posteriormente a alantoína, por acción de la urato 
oxidasa. En otros organismos la vía se prolonga todavía 
más, como se muestra en la Figura 22-48. 

Las vías para la degradación de las pirimidinas 
generalmente producen NH; y, por tanto, también esti- 
mulan la síntesis de urea. La timina, por ejempio, se 
degrada a metilmalonilsemialdehído (Fig. 22-49), un 
intermediario del catabolismo de la valina. Este com- 
puesto se degrada posteriormente hasta succinil-CoA a 
través de propionil-CoA y metilmalonil-CoA (véase la 
Fig. 18-27). 


E 3 Se han descrito anomalías genéticas en el meta- 


bolismo humano de las purinas, algunas con 
graves consecuencias. Por ejemplo, la deficiencia de 
adenosina desaminasa (ADA) provoca una inmuno- 
deficiencia grave, en la que los linfocitos T y los linfoci- 
tos B no se desarrollan correctamente. La falta de ADA 
conduce a un aumento de unas 100 veces en la concen- 
tración celular de dATP, un polente inhibidor de la 
ribonucleótido reductasa (Fig. 22-44). Niveles elevados 
de dATP provocan un déficit general de los otros ANTP 
en los linfocitos T. Las bases de la toxicidad en los linfo- 
citos B son menos claras. Los individuos con deficiencia 
de ADA carecen de un sistema inmunitario eficaz y no 
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FIGURA 22-48 Catabolismo de los nucleótidos purínicos. Observe 
que los primates excretan mucho más nitrógeno como urea, a través del 
ciclo de la urea (Capítulo 18), que como ácido úrico procedente de la 


pueden sobrevivir a menos que se mantengan aislados 
en un ambiente, o “burbuja”, estéril. La deficiencia de 
ADA fue uno de los primeros objetivos de los ensayos de 
terapia génica en humanos (en 1990), que obtuvo resul- 
tados irregulares. En pruebas más recientes, algunos 
individuos con deficiencia de ADA recuperaron la fun- 
ción inmune normal al suministrárseles un gen ADA 
funcional. $ 


Las bases púricas y pirimidínicas se reciclan a través 
de vías de recuperación 


En la degradación metabólica celular de los nucleótidos 
se forman constantemente bases púricas y pirimidíni- 
cas libres. Las purinas libres se recuperan en gran parte 
y vuelven a ser utilizadas para sintetizar nucleótidos, 
en una vía mucho más sencilla que la síntesis de novo 
de los nucleótidos de purina descrita anteriormente. 
Una de las vías principales de recuperación consiste en 
una única reacción catalizada por la adenosina fosfo- 
rribosiltransferasa, en la que la adenina libre reac- 
ciona con PRPP para dar el correspondiente nucleótido 
de adenina: 


Adenina + PRPP ——- AMP + PP 
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degradación de las purinas. De igual manera, los peces excretan mucho 
más nitrógeno en forma de NH; que de urea, producida por la vía que 
aquí se muestra 


La guanina y la hipoxantina (el producto de la desami- 
nación de la adenina; Fig. 22-48) libres se recuperan de 
la misma forma por la hipoxantina-guanina-fosforri- 
bosiltransferasa. En los microorganismos, y posible- 
mente en los mamiferos, existe una vía parecida para la 
recuperación de las bases pirimidínicas. 

La carencia genética de actividad hipoxanti- 

na-guanina fosforribosiltransferasa se ha descri- 
to tan sólo en niños varones y se manifiesta con una 
serie de síntomas peculiares que se conocen como sín- 
drome de Lesch-Nyhan. Los niños afectados por esta 
enfermedad genética, que empieza a manifestarse alre- 
dedor de los 2 años de edad, padecen retraso mental y 
mala coordinación. Son, además, tremendamente hosti- 
les y muestran tendencias compulsivas autodestructi- 
vas: se automutilan mordiéndose los labios y los dedos 
de manos y pies. 

Los efectos devastadores del síndrome de Lesch- 
Nyhan son ilustrativos de la importancia de las vías de 
recuperación. La hipoxantina y la guanina se forman 
continuamente como productos de degradación de los 
ácidos nucleicos. En ausencia de hipoxantina-guanina 
fosforribosiltransferasa, aumentan los niveles de PRPP, 
lo que conduce a una sobreproducción de purinas por la 
vía de novo, lo que a su vez repercute en niveles eleva- 
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FIGURA 22-49 Catabolismo de una pirimidina. Se muestra la vía de 
degradación de la timina. El metilmalonilsemialdehido continúa degra- 
dándose hasta succinil-CoA, 


dos de ácido úrico y a lesiones tisulares parecidas a las 
que tienen lugar en la gota (véase más adelante). El 
cerebro depende especialmente de las vías de recupera- 
ción, hecho que puede estar relacionado con los trastor- 
nos en el sistema nervioso central que se manifiestan en 
los niños con síndrome de Lesch-Nyhan. Este síndrome 
es otro de los objetivos potenciales de terapia génica. $ 


La causa de la gota es una sobreproducción de ácido úrico 


La gota (erróneamente) relacionada durante 

mucho tiempo con la “buena vida”, es una enfer- 
medad de las articulaciones debida a una concentración 
elevada de ácido úrico en la sangre y en los tejidos. Las 
articulaciones se inflaman, producen dolor y desarrollan 
artritis a causa de una deposición anormal de cristales 
de urato sódico. Los riñones también resultan afecta- 
dos, porque el exceso de ácido úrico se deposita en los 
túbulos renales. La gota afecta principalmente a los 
individuos de sexo masculino. La causa precisa de la 
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FIGURA 22-50 El alopurinol, un inhibidor de la xantina oxidasa. La 
hipoxantina es el sustrato normal de la xantina oxidasa., Sólo una 
pequeña modificación en la estructura de la hipoxantina (sombreada en 
rosa) produce el inhibidor enzimático alopurina! que tiene efectos tera- 
péuticos En el sitio activo el alopurinol se convierte en oxipurirol, un 
potente inhibidor competitivo que permanece unido fuertemente a la 
forma reducida del enzima. 


gota es desconocida, pero a menudo implica una subex- 
creción de urato. En algunos casos podría existir una 
deficiencia genética de algún enzima del metabolismo 
de las purinas. 

La gota se trata eficazmente mediante de una com- 
binación de terapia nutricional y farmacológica. Deben 
suprimirse de la dieta los alimentos especialmente ricos 


El tidos y ácidos nucleicos, tales como el hígado 


uctos glandulares. Se consigue una mejoría 
importante de los síntomas con el fármaco alopurinol 
(Fig. 22-50), un inhibidor de la xantina oxidasa, el 
enzima que cataliza la transformación de las purinas en 
ácido úrico, El alopurinol es un sustrato de la xantina 
oxidasa, que convierte el alopurinol en oxipurinol 
(aloxantina). El oxipurinol inactiva la forma reducida 
del enzima al permanecer fuertemente unido al sitio 
activo. Cuando la xantina oxidasa está inhibida, los pro- 
ductos de excreción del metabolismo de las purinas son 
la xantina y la hipoxantina, que son más hidrosolubles 
que el ácido úrico y tienen menor probabilidad de for- 


George Hitchings, 1905-1998, and Gertrude Elion, 
1918-1999. [Fuente: Will and Deni Mcintyre/ Science 
Source/Getty images. ] 
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Glutamina Azaserina 


Acivicina 


FIGURA 22-51 Azaserina y acivicina, inhibidores de las glutamina 
amidotransferasas. Estos análogos de la glutamina interfieren en toda 
una serie de vías biosintéticas de aminoácidos y nucleótidos. 


mar depósitos cristalinos. El alopurinol fue desarrollado 
por Gertrude Elion y George Hitchings, quienes tam- 
bién desarrollaron el aciclovir, utilizado para el trata- 
miento del herpes, y otros análogos de purinas utiliza- 
dos en la quimioterapia contra el cáncer, Y 


Muchos agentes quimioterápicos actúan sobre enzimas 
de las rutas de biosíntesis de nucleótidos 


El crecimiento de las células cancerosas no está 

controlado de la misma manera que el crecimien- 
to celular en la mayoría de tejidos normales. Las células 
cancerosas tienen requerimientos mayores do f (Cera 
dos como precursores de la síntesis de DNA YR} (Seo (2: 
consecuencia, suelen ser más sensibles que las células 
normales a inhibidores de la biosíntesis de nucleótidos. 
Toda una serie, que va en aumento, de agentes quimio- 
terápicos, contra el cáncer y otras enfermedades, 
actúan por inhibición de uno o más enzimas de estas 
vías. Examinaremos aquí algunos ejemplos bien estudia- 
dos que ilustran enfoques productivos y que ayudan a 
comprender cómo funcionan estos enzimas. 

La primera serie de agentes consiste en compuestos 
que inhiben las glutamina amidotransferasas. Recuerde 
que la glutamina es un dador de nitrógeno en al menos 
media docena de reacciones distintas de la biosíntesis de 
nucleótidos. Los sitios de unión de la glutamina y los 
mecanismos mediante los que se extrae el NH} son bas- 
tante parecidos en muchos de estos enzimas. La mayoría 
se inhiben fuertemente por análogos de la glutamina 
tales como la azaserina y la acivicina (Fig. 22-51). La 
azaserina, caracterizada por John Buchanan en la déca- 
da de 1950, fue uno de los primeros ejemplos de inacti- 
vador que actuaba a través de un mecanismo enzimático 
(inhibidor suicida; ver p. 210 y Recuadro 6-3). La acivi- 
cma promete ser un buen agente quimioterápico anti- 
cancerígeno. 

Otras dianas útiles para agentes farmacológicos son 
los enzimas timidilato sintasa y dihidrofolato reductasa. 
Estos enzimas proporcionan la única vía celular para la 
síntesis de timina (Fig. 22-52). Un inhibidor que actúa 
sobre la timidilato sintasa, el fluorouracilo, es un 
importante agente quimioterápico. El fluorouracilo no 
es en sí mismo el inhibidor enzimático. En la célula, las 
vías de recuperación lo convierten en el desoxinucleósi- 
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FIGURA 22-52 Sintesis del timidilato y metabolismo del 

folato como objetivos quimioterápicos. (a) Durante la síntesis 
del timicilato, el N*,N'*-metilenotetrahidrofolato se convierte en 7,8-dihi- 
drofolato; el A",N'"-metilenotetrahidrofolato se regenera en dos pasos 
(véase la Fig. 22-47). Este ciclo es una de las principales dianas de 
varios agentes quimioterápicos. (b) El fluorouracilo y el metotrexato son 
importantes agentes en quimioterapia. En las células el fluorouracilo se 
convierte en FAUMP, que inhibe la timidilato sintasa. El metotrexato es 
un análogo estructura! del tetrahidrofolato, que inhibe la dihidrofolato 
reductasa; los grupos amino y metilo sombreados sustituyen, respecti- 
vamente, a un oxígeno carbonílico y a un protón en el folato (véase la 
Fig. 22-47). Otro análogo importante del folato, la aminopterina, es idén- 
tico al metotrexato, exceptuando que carece del grupo metilo som- 
breado. El trimetoprim, un inhibidor de alta afinidad de la dihidrofolato 
reductasa bacteriana se desarrolló como antibiótico, 


do monofosfato, FAUMP, que se une al enzima inacti- 
vándolo. La inhibición por FAUMP (Fig. 22-53) es un 
ejemplo clásico de inactivación basada en un mecanis- 
mo enzimático. Otro agente quimioterápico importante, 
el metotrexato, es un inhibidor de la dihidrofolato 
reductasa. Este análogo del folato actúa corno inhibidor 
competitivo; el metotrexato se une al enzima con una 
afinidad unas 100 veces mayor que el dihidrofolato. La 
aminopterina es un compuesto relacionado que actúa 
de forma similar. 

El potencial terapéutico de los inhibidores de la 
biosíntesis de nucleótidos no se limita al tratamiento del 
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MECANISMO FIGURA 22-53 Conversión del dUMP en dTMP y su 
inhibición por FAUMP. La parte izquierda se representa el mecanismo de 
reacción normal de la timidilato sintasa. El grupo sulfhidrilo nucleofílico 
aportado por el enzima en el paso EY y los átomos del anillo de dUMP 
que participan en la reacción se muestrar en rojo, :B indica una cadena 
lateral de un aminoácido que actúa como base para capturar un protón 
después del paso @. Los hidrágenos procedentes del grupo metileno del 
AP. N*-metilenotetrahidrofolato están sombreados en gris. El desplaza- 
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miento 1,3 de un hidruro (paso @). desplaza un ión hidruro (sombreado 
en rosa) desde el C-6 del H, folato hasta el grupo metilo de la timidina, 
provocando la oxidación del tetrahidrofolato a dihidrofolato, Este despla- 
zamiento de un hidruro está bloqueado cuando el sustrato es FdUMP 
(derecha), Los pasos @ y O de la reacción transcurren normalmente, 
pero se forma un complejo estable con el FAUMP, unido covalentemente 
al enzima y al tetrahidrofolato, que inactiva el enzima, 


cáncer. Todas las células de crecimiento rápido (inclui- 
das bacterias y protistas) son objetivos potenciales. El 
trimetoprim, un antibiótico desarrollado por Hitchings 
y Elion, se une a la dihidrofolato reductasa bacteriana 
una 100.000 veces más fuertemente que al enzima de 
mamíferos. Se utiliza para tratar ciertas infecciones 
bacterianas de las vías urinarias y del oído medio. Algu- 
nos protistas parásitos, tales como los tripanosomas que 
causan la enfermedad del sueño en África (tripanoso- 
miasis africana), carecen de vías para la biosíntesis de 
novo de nucleótidos por lo que son muy sensibles a 
agentes que interfieran con sus vías de captación de 
nucleótidos del entorno usando vías de recuperación. El 
alopurinol (Fig. 22-50) y una serie de análogos de las 
purinas representan una esperanza para el tratamiento 
de la tripanosomiasis africana y de enfermedades rela- 
cionadas. Véase el Recuadro 6-3 para una aproximación 
distinta del tratamiento de la tripanosomiasis africana, 
hecha posible gracias a los avances de los conocimien- 
tos sobre el metabolismo y los mecanismos de acción de 
los enzimas. $ 


ANO Den 22.4 Biosíntesis y degradación 


de los nucleótidos 


E El sistema anular purínico se construye paso a paso 
empezando con la 5-fosforribosilamina. Los aminoáci- 
dos glutamina, glicina y aspartato aportan todos los 
átomos de nitrógeno de las purinas. Dos pasos de cicla- 
ción forman el núcleo de la purina. 

© Las pirimidinas se sintetizan a partir de carbamil 
fosfato y aspartato. A continuación se añade ribosa 
5-fosfato para dar ribonucleótidos de pirimidina. 

E Los nucleósidos monofosfato se convierten en sus 
trifosfatos correspondientes mediante reacciones de 
fosforilación enzimáticas. Los ribonucleótidos se con- 
vierten en desoxirribonucleótidos por la ribonucleótido 
reductasa, un enzima con características mecanísticas y 
reguladoras hasta ahora no descritas. Los nucleótidos 
de timina proceden del dCMP y dUMP. 

MM El ácido úrico y la urea son los productos finales de 
la degradación de purinas y pirimidinas. 

© Las purinas libres se pueden recuperar y volver a 
integrar en nucleótidos. Defectos genéticos en ciertos 
enzimas de recuperación son la causa de enfermedades 
graves tales como el síndrome de Lesch-Nyhan y la defi- 
ciencia de ADA, 

MM La acumulación de cristales de ácido úrico en > 
articulaciones, debida probablemente a otro defecto 
genético, da lugar a la gota. 

MM Los enzimas de las rutas biosintéticas de nucleóti- 
dos son la diana de toda una serie de agentes quimiote- 
rápicos utilizados en el tratamiento del cáncer y otras 
enfermedades. 
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E Términos clave 


Todos los términos en negrita están defirridos en el glosario. 


ciclo del nitrógeno 852 espermina 880 
fijación espermidina 880 

del nitrógeno 852 ornitina descarboxilasa 880 
anamox 852 ruta de novo 882 


simbiontes 855 ruta de 

complejo recuperación 882 
de la nitrogenasa 855  inosinato (IMP) 883 

agregado P 855 carbamil fosfato 

cofactor FeMo 855 sintetasa II 886 


leghemoglobina 859 aspartato 

glutamina sintetasa 860 transcarbamilasa 886 

glutamato sintasa 861 nucleósido monofosfato 

glutamina quinasa 887 
amidotransferasas 862  nucleósido difosfato 


triptólano sintasa 871 quinasa 887 
porfirina 875 ribonucleótido 
porfiria 876 reductasa 887 
bilirrubina 876 tiorredoxina 887 
fosfocreatina 878 timidilato sintasa 890 
creatina 878 dihidrofolato reductasa 890 
glutatión (GSH) 878 deficiencia de adenosina 
auxina 880 desaminasa (ADA) 891 
dopamina 880 síndrome : 
noradrenalina 880 de Lesch-Nyhan 892 
adrenalina 880 alopurinol 893 
”y-aminobutirato azaserina 894 
(GABA) 880 acivicina 894 
serotonina 880 fluorouracilo 
histamina 880 metotrexato pg 10) P 
cimetidina 880 aminopterina 894 


22 Problemas 


1. Consumo de ATP por los nódulos de las raíces de 
plantas leguminosas Las bacterias que residen en los nódu- 
los de las raíces de la planta del guisante consumen más del 
20% del ATP que produce la planta. Sugiera alguna razón para 
que estas bacterias consuman tanto ATP. 


2. Glutamato deshidrogenasa y síntesis proteica La bac- 
teria Methylophilus methylotrophus puede sintetizar pro- 
teína a partir de metanol y amoníaco. La introducción, 
mediante técnicas de DNA recombinante, del gen de la gluta- 
mato deshidrogenasa de E. coli en M. Methylotrophus mejora 
el rendimiento de proteína. ¿Por qué esta manipulación gené- 
tica mejora el rendimiento de proteína? 


3. Mecanismos de reacción con participación del PLP El 
pinidoxal fosfato puede catalizar transformaciones a uno o dos 
carbonos del carbono a de un aminoácido. El enzima treonina 
sintasa (véase la Fig. 22-17) cataliza la conversión depen- 
diente de PLP de la fosfohomoserina en treonina. Sugiera un 
mecanismo para esta reacción. 


4. Transformación del aspartato en aspargina Hay dos 
rutas para transformar el aspartato en asparagina a expensas 
de ATP. Muchas bacterias tienen una asparagina sintetasa que 
usa el ión amonio como fuente de nitrógeno. Los mamíferos 
tienen una asparagina sintetasa que usa glutamina como 
fuente de nitrógeno. ¿Dado que esta última requiere un ATP 
extra (para la síntesis de glutamina), por qué los mamíferos 
usan esta ruta? 


5. Ecuación de la síntesis de aspartato a partir de glu- 
cosa Escriba la ecuación neta para la síntesis de aspartato 
(un aminoácido no esencial) a partir de glucosa, dióxido de 
carbono y amoníaco. 


6. Inhibidores de la asparagina sintetasa en la 
terapia de la leucemia La asparagina sintetasa de 
mamíferos es una amidotransferasa dependiente de gluta- 
mina. Los esfuerzos para identificar un inhibidor efectivo de la 
asparagina sintetasa humana para su uso en quimioterapia 
para pacientes con leucemia no se han centrado en el dominio 
amino-terminal con actividad glutaminasa, sino en el dominio 
carboxi-terminal con actividad sintetasa. Explique por qué el 
dominio de la glutaminasa no es un objetivo prometedor en la 
búsqueda de un fármaco eficaz. 


7. Deficiencia de fenilalanina hidroxilasa y dieta La ti- 
rosina es normalmente un aminoácido no esencial, pero las 
personas con una deficiencia genética de fenilalanina hidroxi- 
lasa precisan tirosina en la dieta para un crecimiento normal. 
Explíquelo. 


8. Cofactores para las reacciones de transferencia de 
un carbono La mayor parte de las transferencias de un car- 
bono están facilitadas por uno de estos tres cofactores: bio- 
tina, tetrahidrofolato o S-adenosilmetionina (Capítulo 18). La 
S-adenosilmetionina se utiliza generalmente como dador de 
grupos metilo; el potencial de transferencia de grupos metilo 
del N*-metiltetrahidrofolato resulta insuficiente para la mayo- 
ría de reacciones biosintéticas. Sin embargo, un ejemplo de la 
utilización de N*-metiltetrahidrofolato en la transferencia de 
pos metilo es la formación de metionina por la reacción de 
jenina si (paso O de la Fig. 22-17); la metionina es 
(ie ediato de la S-adenosilmetionina (véase la 
Fig. 18-18). Explique por qué el grupo metilo de la S-adenosil- 
metionina puede proceder del N"-metiltetrahidrofolato, a pe- 
sar de que el potencial de transferencia del grupo metilo en el 
N*-metiltetrahidrofolato es unas 10% veces menor que en la 
S-adenosilmetionina. 


9. Regulación concertada en la biosíntesis de aminoáci- 
dos La glutamina sintetasa de E. coli es modulada indepen- 
dientemente por varios productos del metabolismo de la 
glutamina (véase la Fig. 22-8). En esta inhibición concertada, 
la magnitud de la inhibición enzimática es mayor que la suma 
de las inhibiciones separadas causadas por cada producto. 
¿Cuál sería la ventaja de la inhibición concertada para E. coli 
creciendo en un medio rico en histidina? 


10. Relación entre deficiencia de ácido fólico y 

anemia La deficiencia de ácido fólico, considerada la 
deficiencia vitamínica más común, es causa de un tipo de ane- 
mia en la que disminuye la síntesis de hemoglobina y los eritro- 
citos no maduran adecuadamente. ¿Cuál es la relación 
metabólica entre la síntesis de hemoglobina y la deficiencia de 
ácido fólico? 


11. Biosíntesis de nucleótidos en bacterias auxotrófi- 
cas para aminoácidos Las células de E. coli normales pue- 
den sintetizar los 20 aminoácidos estándar, pero algunos 
mutantes, llamados auxótrofos para los aminoácidos, son inca- 
paces de sintetizar un aminoácido específico y necesitan que 
éste sea añadido al medio de cultivo para un crecimiento óp- 
timo. Además de su papel en la síntesis de proteínas, algunos 
aminoácidos también son precursores de otros productos ce- 
lulares nitrogenados. Considere los tres auxótrofos para ami- 
noácidos incapaces de sintetizar glicina, glutamina y aspartato, 
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respectivamente. Para cada mutante, ¿qué productos nitroge- 
nados, además de las proteínas, no podrían ser sintetizados 
por la célula? 


12. Inhibidores de la biosíntesis de nucleótidos Sugiera 
posibles mecanismos para la inhibición de (a) la alanina race- 
masa por la 1-fluoroalanina y (b) las glutamina amidotransfe- 
rasas por la azaserina. 


13. Modo de acción de las sulfamidas Algunas 

bacterias necesitan la presencia de p-aminobenzoato 
en el medio de cultivo para su crecimiento normal, El creci- 
miento de estas bacterias se inhibe de forma importante al 
añadir sulfanilamida, una de las primeras sulfamidas. Ade- 
más, en presencia de este medicamento, se acumula en el 
medio de cultivo el compuesto 5'-aminoimidazol-4-carboxa- 
mida ribonucleótido (AICAR; véase la Fig. 22-35). Estos 
efectos se invierten al añadir al medio un exceso de p-amino- 
benzoato. 
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p-Aminobenzoato Sulfanilamida 

(a) ¿Cuál es el papel del p-aminobenzoato en estas bacte- 
rias? (Sugerencia: Véase la Fig. 18-16). 

(b) ¿Por qué se acumula AICAR en presencia de sulfanila- 
mida? 

(c) ¿Por qué la inhibición y la acumulación pueden inver- 
tirse al añadir un exceso de p-aminobenzoato? 


14. Ruta del carbono en la biosínte 
nas Pronostique la localización del '*C en el | 4 
células que hayan crecido en presencia de una pequeña canti- 
dad de succinato marcado uniformemente con '*C? Dé una 
explicación. 


15. Los nucleótidos son fuentes pobres de energía En 
condiciones de inanición, los organismos pueden usar proleí- 
nas y aminoácidos como fuentes de energía. La desamina- 
ción de los aminácidos produce esqueletos carbonados que 
pueden entrar en la ruta glucolítica y en el ciclo del ácido 
cítrico para producir energía en forma de ATP. Por su parte, 
los nucleótidos no se degradan de forma similar para su uso 
como combustibles. ¿Qué observaciones sobre la fisiología 
celular apoyan esta afirmación? ¿Qué aspecto de la estruc- 
tura de los nucleótidos les hace una fuente relativamente 
pobre en energía? 


16. Tratamiento de la gota El alopurinol (véase la 

Fig. 22-50), un inhibidor de la xantina oxidasa, se uti- 
liza para tratar la gota crónica. Explique las bases bioquímicas 
de este tratamiento. Los pacientes tratados con alopurinol a 
veces pueden desarrollar cálculos de xantina en el riñón, aun- 
que la incidencia de la lesión renal es muy inferior que en la 
gota sin tratar. Explique esta observación teniendo en cuenta 
las siguientes solubilidades en la orina: ácido úrico, 0,15 g/L; 
xantina, 0,05 g/L e hipoxantina, 1,4 g/L. 


17. Inhibición de la síntesis de nucleótidos por la aza- 
serina El compuesto diazo O-(2-diazoacetil)-L-serina, tam- 
bién conocido como azaserina (véase la Fig. 22-51), es un 
potente inhibidor de las glutamina amidotransferasas. Si las 
células en crecimiento se tratan con azaserina, ¿qué interme- 
diarios de la biosíntesis de nucleótidos se acumularán? Explí- 
quelo. 
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18. Utiliación de las técnicas moleculares modernas 
para establecer la vía biosintética de un nuevo amino- 
ácido La mayoría de las rutas biosintéticas descritas en este 
capítulo fueron establecidas antes del desarrollo de la tecnolo- 
gía del DNA recombinante y la genómica, por lo que las técni- 
cas fueron muy diferentes de las que hoy se utilizarían. 
Desarrollaremos un ejemplo de la aplicación de las técnicas 
moleculares modernas a la investigación de la ruta de síntesis 
de un nuevo aminoácido, (25)-4-amino-2-hidroxibutirato 
(AHBA). Las técnicas que aquí se mencionan se describen en 
diversos lugares del libro; este problema pretende mostrar 
cómo éstas pueden combinarse en función de un objetivo. 

El AHBA es un g-aminoácido que forma parte de algunos 
antibióticos aminoglucósidos, entre ellos la butirosina. Los an- 
tibióticos modificados por adición de ım residuo AHBA son a 
menudo más resistentes frente a la inactivación por los enzi- 
mas bacterianos de resistencia a antibióticos. Por ello, saber 
cómo se sintetiza y se incorpora el AHBA a los antibióticos 
puede ser útil en el diseño de fármacos. 

En un artículo publicado en 2005, Li y colaboradores des- 
criben cómo determinaron la ruta de biosíntesis del AHBA a 
partir de glutamato. 
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convertir el glutamato en AHBA. De momento, no 
se preocupe del orden de las reacciones. 

Li y colaboradores empezaron por clonar el agrupamiento 
de genes responsables de la síntesis de la butirosina de la bac- 
teria Bacillus circulans, que sintetiza grandes cantidades de 
butirosina. identificaron cinco genes esenciales para la ruta: 
btri, btrJ, btrK, btrO y btrV. Clonaron estos genes en plásmi- 
dos de E. coli que permiten la sobrexpresión de los genes y 
producen proteínas con “etiquetas de histidina” (véase la Sec- 
ción 9.1) en el extremo amino-terminal para facilitar su purifi- 
cación. 

La secuencia de aminoácidos predicha para la proteína 
Btrl mostraba una gran homología de secuencia con las proteí- 
nas transportadoras de acilo (véase la Fig. 21-5). Mediante 
espectrometría de masas, Li y colaboradores encontraron que 
la masa molecular de la proteína Btrl purificada era 11.812 
(incluyendo la etiqueta de His). Después de incubar con coen- 
zima Á y un enzima capaz de unir CoA a otras proteínas trans- 
portadoras de acilo, la mayoría de especies moleculares 
poseían una Mr de 12,153. 

(b) ¿Cómo utilizaría estos datos para argumentar que Btr 
puede actuar como una proteína transportadora de acilos con 
CoA corno grupo prostético? 

De acuerdo con la terminología estándar, Li y colaborado- 
res denominaron la proteína sin CoA apo-Btrl y la proteína con 
CoA (unida tal como se muestra en la Fig. 21-5) holo-BtrL 
Cuando holo-Btrl se incubaba con glutamina, ATP y proteína 
BtrJ purificada, la especie holo-Btrl de Mr 12.153 era susti- 
tuida por una especie de Mr 12.281, correspondiente al tioés- 
ter de glutamato y holo-Btrl. A partir de estos datos, los 
autores propusieron la siguiente estructura para la especie de 
M, 12.281 (g-glutamil-S-BtrT): 
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(c) ¿Qué otra(s) estructura(s) son compatibles con los 
datos anteriores? 

(d) Li y colaboradores argumentaron que la estructura 
aquí mostrada (g-glutamil-S-Btrl) probahlemente fuese co- 
rrecta porque el grupo a-carboxilo debía eliminarse en algún 
punto del proceso de síntesis. Explique la base química de esta 
argumentación (sugerencia: véase la Fig. 18-6, reacción C). 

La proteína BtrK mostró una homolgía considerable con 
las aminoácido descarboxilasas dependientes de PLP y la BtrK 
aistada de E. coli resultó contener PLP fuertemente unido. 
Cuando se incubó la g-glutamil-S-Btrl con BtrK purificada se 
obtuvo una especie de M_ 12.240. 

(e) ¿Cuál es la estructura más probable de esta especie? 

(1) Es destacable que cuando se incubaba glutamato y 
ATP con Btrl, BtrJ y BtrK purificadas se obtenía una especie 


molecular de M, 12.370. ¿Cuál es la estructura más probable 
de esta especie? Sugerencia: Recuerde que BtrJ puede usar 
ATP para g-glutamilar grupos nucleofílicos. 

Li y colaboradores encontraron que BtrO es homóloga de 
los enzimas monooxigenasa (véase el Recuadro 21-1) que hi- 
droxilan alcanos, usando FMN como cofactor, y que BLrV es 
homóloga de una NAD(P)H oxidorreductasa. Otros dos genes 
del agrupamiento, btrG y btrH, probablemente codifican enzi- 
mas que eliminan el grupo g-glutamilo y unen AHBA a la molé- 
cula de antibiótico diana. 

(g) Sobre la base de estos datos, proponga una ruta plau- 
sible para la síntesis de AHBA y su unión a un antibiótico 
diana. Incluya los enzimas que catalizan cada etapa y cuales- 
quiera sustratos o cofactores que sean necesarios. 


Referencia 

Li, Y., N.M. Llewellyn, R. Giri, F. Huang, and J.B. 
Spencer. 2005. Biosynthesis of the unique amino acid 
side chain of butirosin: possible protective-group che- 
mistry in an acyl carrier protein-mediated pathway. 
Chem. Biol. 12:665-675. 


Bibliografía complementaria en: www.macmillanleaming.cowLehningerBiocherstry7e 


4 


Cor Nation 


CAPÍTULO 23 


Regulación hormonal 
integración del metabolismo 
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de los mamíferos 
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23.2 Metabolismo específico de los tejidos: división 


di A PYA FTG 


energético 
23.4 Obsanidad y regulación de la masa corporal 931 


23.5 Obesidad, síndrome metabólico 
y diabetes tipo 2 941 


mo a nivel de la célula individual, haciendo hin- 

capié en aquellas rutas metabólicas comunes a 
casi todas las células, bacterianas, arqueas y eucarióti- 
cas. Hemos visto de qué modo se regulan los procesos 
metabólicos celulares a nivel de reacciones enzimáticas 
individuales, mediante la disponibilidad de sustrato, los 
mecanismos alostéricos, la fosforilación u otras modifi- 
caciones covalentes de los enzimas. 

Para entender plenamente el significado de las 
rutas metabólicas individuales y su regulación, debemos 
considerarlas en el contexto del conjunto del organis- 
mo. Una característica esencial de los organismos mul- 
ticelulares es la diferenciación celular y la división del 
trabajo. Los tejidos y órganos de los organismos comple- 
jos, tales como los humanos, tienen funciones especiali- 
zadas y, por lo tanto, tienen unos requerimientos ener- 
géticos y unos patrones metabólicos característicos. Las 
señales hormonales y neuronales integran y coordinan 
las actividades inetabólicas de los distintos tejidos, con 
una distribución optima de precursores y sustratos 
energéticos entre los distintos órganos. 

Este capítulo se ocupa del metabolismo especializa- 
do de los principales órganos y tejidos de los mamiferos 


Djs capítulo 13 al 22 hemos revisado el metabolis- 
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y de la integración del metabolismo en el organismo 
completo. Empezaremos examinando la amplia varie- 
dad de tipos de hormonas y de mecanismos hormonales 
para fijarnos seguidamente en las funciones específicas 
jido reguladas por estos mecanismos. Repasaremos 
ión de los nutrientes entre los distintos órga- 
nos, en la que el hígado juega un papel central, y la 
cooperación metabólica entre estos órganos. Para ilus- 
trar el papel integrador de las hormonas, describiremos 
la interrelación de la insulina, el glucagón y la adrenali- 
na en la coordinación del metabolismo energético en el 
músculo, hígado y tejido adiposo. Otras hormonas, pro- 
ducidas en el tejido adiposo, músculo, intestinos y cere- 
bro, también juegan papeles clave en la coordinación 
del metabolismo y del comportamiento. Examinaremos 
la regulación hormonal a largo plazo de la masa corporal 
y, finalmente, el papel de la obesidad en el desarrollo del 
síndrome metabólico y la diabetes tipo 2. 


23.1 Hormonas: estructuras diversas 
para funciones diversas 


Las hormonas son moléculas pequeñas o proteínas que 
se producen en un tejido, se liberan a la circulación y se 
transportan a otros tejidos en donde actúan a través de 
receptores para desencadenar cambios en las activida- 
des celulares. También incluimos en esta discusión 
señales de corta duración tales como el NO, que actúa 
localmente sobre células vecinas. Las hormonas sirven 
para coordinar las actividades metabólicas de varios 
tejidos u órganos. Prácticamente todos los procesos en 
los organismos complejos están regulados por una o 
más hormonas: el mantenimiento de la presión arterial, 
el volumen sanguíneo y el equilibrio de los electrolitos, 
la embriogénesis, la diferenciación sexual, el desarrollo 
y la reproducción, el hambre, los comportamientos ali- 
menticios, la digestión y el suministro de combustibles, 
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por citar unos pocos. Examinaremos aquí métodos para 
detectar y medir hormonas y las interacciones con sus 
receptores y describiremos una muestra representativa 
de tipos de hormonas. 

La coordinación del metabolismo en los mamíferos 
corre a cargo del sistema neuroendocrino. Las célu- 
las individuales de un tejido detectan un cambio en el 
entorno del organismo y responden segregando un 
mensajero químico que pasa a otra célula del mismo o 
de un tejido diferente, donde se une a una molécula 
receptora y desencadena un cambio en esta célula 
diana. En la señalización neuronal (Fig. 23-1a), el 
mensajero químico es un neurotransmisor (por ejemplo, 
acetilcolina) y puede que viaje solamente una fracción 
de micrómetro a través de una hendidura sináptica 
hasta la siguiente neurona de la red. En la señalización 
hormonal, los mensajeros, las hormonas, son transpor- 
tados por la sangre hasta células próximas o a órganos 
y tejidos distantes; pueden viajar más de un metro hasta 
encontrar su célula diana (Fig 23-1b). Excepto por esta 
diferencia anatómica, estos dos mecanismos de señali- 
zación química son notablemente parecidos. La adrena- 
lina y la noradrenalina, por ejemplo, actúan como neu- 
rotransmisores en algunas sinapsis del cerebro y unio- 
nes neuromusculares del músculo liso y también como 
hormonas que regulan el metabolismo energético en el 
hígado y en el músculo. En la siguiente discusión de la 
señalización celular haremos hincapié en la acción de 
las hormonas basándonos en los contenidos del metabo- 
lismo energético de capítulos anteriores, per mayor 
parte de los mecanismos fundamentales q RE 
describen también están presentes en la ac O 
neurotransmisores. 


(a) Señalización neuronal 
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La detección y la purificación de las hormonas 
requieren un bioensayo 


¿Cómo se detecta y aísla una hormona? En primer lugar 
hay que identificar un proceso fisiológico en un tejido 
que dependa de una señal originada en otro tejido. La 
insulina, por ejemplo, fue identificada como una sustan- 
cia producida en el páncreas que afectaba la concentra- 
ción de glucosa en la sangre y en la orina (Recuadro 
23-1). Una vez se ha descubierto el efecto fisiológico de 
una supuesta hormona, es posible desarrollar un ensayo 
biológico cuantitativo para la hormona. En el caso de la 
insulina, el ensayo consistió en inyectar extractos de 
páncreas (una fuente cruda de insulina) en animales de 
experimentación deficientes en insulina, cuantificándo- 
se a continuación los cambios resultantes en la concen- 
tración de glucosa en sangre y en orina. Para aislar una 
hormona, se fraccionan extractos que contienen la 
supuesta hormona con las mismas técnicas usadas en la 
purificación de otras biomoléculas (fraccionamiento 
con disolventes, cromatografía y electroforesis) y se 
analiza la actividad hormonal en cada fracción. Una vez 
se ha purificado el material, es posible determinar su 
composición química y su estructura. 

Este protocoloo para la caracterización de las hor- 
monas es engañosamente sencillo. Las hormonas son 
tan potentes que se producen sólo en muy pequeñas 
cantidades. La obtención de cantidades suficientes de 
hormona para permitir su caracterización química a 

enudo implica el aislamiento bioquímico a gran esca- 

o rew Schally y Roger Guillemin purifica- 

YATAN n independientemente la hormona 
beradora de la tirotropina (TRH) del hipotálamo, ¡el 
grupo de Schally procesó unas veinte toneladas de 
hipotálamos obtenidos de cerca de dos millones de 
ovejas, mientras que el grupo de Guillemin extrajo los 
hipotálamos de un millón de cerdos. La TRH resultó ser 
un simple derivado del tripéptido Glu-His-Pro 
(Fig. 23-2). Una vez se conoció la estructura de la 
hormona, pudo ser sintetizada químicamente en gran- 
des cantidades para ser usada en estudios fisiológicos y 
bioquímicos. Por su trabajo sobre las hormonas hipota- 
lámicas, Schally y Guillemin compartieron el Premio 
Nobel de Fisiología y Medicina de 1977 junto con 
Rosalyn Yalow, que (con Solomon A. Berson) desarrolló 
el extraordinariamente sensible radioinmunoensayo 
(RIA) para hormonas peptídicas y que utilizó en el 
estudio de la acción hormonal. Esta técnica revolucio- 


FIGURA 23-1 Señalización utilizada en el sistema neuroendocrino. 
(a) En la señalización neuronal, se transmiten señales eléctricas (impul- 
sos nerviosos) que se originan en el cuerpo celular de una neurona y via- 
jan muy rápidamente cubriendo largas distancias hasta el extremo del 
axón en donde se liberan los neurotransmisores que difunden hasta la 
célula diana. La célula diana (otra neurona, un miocito o una célula 
secretora) se halla tan solo a una fracción de micrómetro o a pocos 
micrómetros del sitio de liberación del neurotransmisor. (b) En el sis- 
terna endocrino, se secretan hormonas (tales como la insulina producida 
en las células 4 pancreásticas) a la circulación sanguínea, que las trans- 
porta a través del cuerpo hasta los tejidos diana, que pueden hallarse a 
más de un metro de distancia de la célula secretora. Tanto los neuro- 
transmisores como las hormonas interaccionan con receptores especifi- 
cos que se hallan en la superficie o en el interior de la célula diana, des- 
encadenando respuestas 
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23.1 Hormonas: estructuras diversas para funciones diversas 


¿Cómo se descubre una hormona? 
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El difícil camino hasta la insulina purificada 


Millones de personas con diabetes mellitus tipo 1 se 
inyectan diariamente con insulina pura para compen- 
sar que sus propias células 4 pancreáticas no la pro- 
duzcan. La inyección de insulina no cura la diabetes, 
pero permite que personas, que de otro modo 
habrían muerto jóvenes, puedan desarrollar vidas 
largas y productivas. El descubrimiento de la insuli- 
na, que tuvo su origen en una observación casual, 
ilustra la combinación de buena suerte y cuidadosa 
experimentación que ha permitido el descubrimiento 
de muchas hormonas. 

En 1889, Oscar Minkowsky, un joven asistente de 
la Facultad de Medicina de Estrasburgo, y Josef von 
Mering, del Instituto Hoppe-Seyler también de 
Estrasburgo, tuvieron una disputa amistosa acerca 
de si el páncreas, cuyo contenido en lipasas era cono- 
cido, era importante en la digestión de las grasas en 
el perro. Para resolver el tema emprendieron un 
experimento sobre la digestión de las grasas. Extir- 
paron quirúrgicamente el páncreas de un perro, pero 
antes de que el experimento fuese más adelante, 
Minkowsky observó que el perro producía mucha 
más orina de la normal (un síntoma común de la dia- 
betes no tratada). La orina del perro también tenía 
niveles de glucosa muy por encima de los normale 
(otro síntoma de la diabetes). Esta 
rían que la falta de algún producto 
vocaba la diabetes. 

Minkowsky trató sin éxito de preparar un extrac- 
to de páncreas de perro que invirtiera el efecto de 
eliminar el páncreas; es decir, disminuir los niveles 
de glucosa en la orina y en la sangre. Ahora sabemos 
que la insulina es una proteína y que el páncreas es 
muy rico en proteasas (tripsina y quimotripsina), que 
son liberadas directamente en el intestino delgado 
para ayudar a la digestión. Estas proteasas sin duda 
degradaron la insulina en los extractos pancreáticos 
de Minkowsky. 

A pesar de esfuerzos considerables, no se realizó 
ningún progreso en el aislamiento o en la caracteriza- 
ción del “factor antidiabético” hasta el verano de 
1921, cuando Frederick G. Banting, un joven científi- 
co que trabajaba en el laboratorio de J. J. R. MacLeod 
en la Universidad de Toronto, y un estudiante, Char- 
les Best, afrontaron el problema. Por aquel entonces, 
diferentes indicios señalaban a un grupo de células 
especializadas del páncreas (los islotes de Langer- 
hans, véase la Fig. 23-27) como la fuente del factor 
antidiabético, que por ello fue llamado insulina (del 
latín insula, “isla”). 

Tomando las precauciones oportunas para evitar 
la proteólisis, Banting y Best (más tarde ayudados 
por el bioquímico J. B. Collip) lograron preparar en 
diciembre de 1921 un extracto pancreático purifica- 
do que curaba los síntomas de la diabetes experimen- 
tal en los perros. El 25 de enero de 1922 (¡sólo un 
mes más tarde!) su preparación de insulina fue inyec- 
tada a Leonard Thompson, un muchacho de 14 años 
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gravemente enfermo de diabetes mellitus. En pocos 
días los miveles de cuerpos cetónicos y de glucosa en 
la orina de Thompson descendieron notablemente; el 
extracto salvó su vida y las de muchos otros niños 
gravemente enfermos que también recibieron estas 
primeras preparaciones (Fig. 1). En 1923, Banting y 
MacLeod ganaron el Premio Nobel por el aislamiento 
de la insulina. Banting anunció inmediatamente que 
compartiría su premio con Best; MacLeod compartió 
el suyo con Collip. 

Ya en 1923, las compañías farmacéuticas sumi- 
nistrahan insulina extraída de páncreas porcino a 
miles de paciente de todo el mundo. Con el desarrollo 
de las técnicas de ingeniería genética en la década de 
1980, fue posible producir cantidades ilimitadas de 
insulina humana, introduciendo el gen clonado de la 
insulina humana en un microorganismo cultivable a 
escala industrial. Actualmente, algunos pacientes 
llevan implantadas bombas de insulina que liberan 
cantidades de insulina variables, de acuerdo con las 
necesidades en las comidas y durante el ejercicio. 
Hay perspectivas razonables de que en el futuro el 
transplante de tejido pancreático proporcione una 
fuente de insulina que responda como un páncreas 
normal, es decir, liberando insulina al torrente circu- 
latorio sólo cuando aumente la glucosa sanguínea. 


FIGURA 1 Una niña con diabetes tipo 1 antes (izquierda) y des- 
pués (derecha) de tres meses de tratamiento con una preparación 
de insulina de los primeros tiempos. [Fuente: H. R. Geyelin et al., J 
Metabol. Res. 2:767, 1923.] 
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FIGURA 23-2 Estructura de la hormona liberadora de la tirotropina 
(TRH). Purificada (después de esfuerzos heroicos) a partir de extractos 
de hipotálamo, la TRH resultó ser un derivado del tripéptido Glu-His-Pro. 
El grupo carboxito de la cadena lateral del Giu amino-terminal forma una 
amida (enlace en rojo) con el grupo «-amino, formándose pirogluta- 
mato; el grupo carboxilo de la Pro carboxi-terminal $e convierte en una 
amida (-NH, en rojo). Tales modificaciones son comunes entre los pép- 
tidos hormonales pequeños. En una proteína típica de M - 50.000, las 
cargas en los residuos amino y carboxi-terminales contribuyen relativa- 
mente poco a la carga global de la proteína, pero en un tripéptido estas 
dos cargas dominan las propiedades de la molécula. La formación de los 
derivados amida elimina estas cargas. 


nó la investigación de las hormonas al hacer posible la 
medida rápida, cuantitativa y específica de muy peque- 
ñas cantidades de hormonas. 

Los anticuerpos específicos de las hormonas son la 
clave del RIA y de su equivalente moderno, el ensayo 
de inmunosorbente ligado a enzima (ELISA, 
véase la Fig. 5-26b). La hormona purificada inyectada 
a conejos ratones o gallinas estimula la sínt 
Cuerpos que se unen a la hormona con g 
especificidad. Estos anticuerpos se pueden purificar y 
marcar radioisotópicamente (para el RÍA) o conjugarse 
con un enzima que da lugar a un producto coloreado 
(para ELISA). Los anticuerpos marcados se dejan inte- 
raccionar a continuación con los extractos que contie- 
nen la hormona. La fracción de anticuerpo unida por la 
hormona en el extracto se cuantifica mediante detec- 
ción de la radiación o por fotometría. Debido a la ele- 
vada afinidad entre anticuerpo y hormona estos ensa- 
yos pueden detectar picogramos de hormona en una 
muestra. 


Las hormonas actúan a través de receptores celulares 
específicos de elevada afinidad 


En el Capítulo 12 vimos que todas las hormonas actúan 
a través de receptores muy específicos, presentes en las 
células diana sensibles a las hormonas, a los que éstas 
se unen con elevada afinidad. Cada tipo celular tiene su 
propio surtido de receptores hormonales, que definen la 
gama de su respuesta hormonal. Además, dos tipos 
celulares con el mismo tipo de receptor pueden tener 
distintas dianas intracelulares de acción hormonal y, por 
lo tanto, pueden responder de forma distinta a la misma 
hormona. La especificidad de la acción hormonal es 
consecuencia de la complementariedad estructural 
entre la hormona y su receptor; esta interacción es 
extremadamente selectiva, lo que permite que hormo- 
nas estructuralmente similares tengan efectos diferen- 
tes si se unen de manera preferente a receptores distin- 
tos. La elevada afinidad de la interacción permite que 
las células respondan a concentraciones muy bajas de 


SEN able 


hormonas. En el diseño de fármacos dirigidos a influir 
en la regulación hormonal es necesario conocer la espe- 
cificidad relativa y la afinidad del fármaco y de la hor- 
mona natural, 

Las consecuencias intracelulares de la interacción 
receptor-ligando son de, al menos, cinco tipos genera- 
les: (1) un segundo mensajero (tal como el CAMP, cGMP 
o el inositol trisfosfato) generado en el interior de la 
célula actúa como regulador alostérico de uno o varios 
enzimas; (2) un receptor tirosina quinasa es activado 
por la hormona extracelular; (3) un cambio del poten- 
cial de membrana resultante de la apertura o del cierre 
de un canal iónico regulado por hormonas; (4) una 
molécula esteroide o de tipo esteroide produce un cam- 
bio en el nivel de expresión (transcripción del DNA en 
mRNA) de uno o de varios genes, facilitado por un 
receptor hormonal nuclear proteico (véase la Fig. 12-2). 

Las hormonas peptídicas y de tipo amina hidrosolu- 
bles (insulina y adrenalina, por ejemplo), actúan extra- 
celularmente uniéndose a receptores de la superficie 
celular que abarcan el espesor de la membrana plasmá- 
tica (Fig. 23-3). Cuando la hormona se une al dominio 
extracelular, el receptor experimenta un cambio de 
conformación análogo al producido por la unión de una 
molécula efectora en un enzima alostérico. El cambio de 
conformación desencadena el efecto de la hormona. 
Con los receptores metabotrópicos, el cambio activa o 
inhibe un enzima que actúa con posterioridad al recep- 
tor; con los receptores ionotrópicos, un canal iónico 
de la membrana plasmática se abre o cierra dando como 

sultado un cambio en el potencial de membrana 
oncentración de un ión como el Ca?**. 

Una única molécula de hormona, al formar un com- 
plejo hormona-receptor, activa un catalizador que pro- 
duce muchas moléculas de segundo mensajero, de 
manera que el receptor sirve no sólo de transductor de 
señales, sino también de amplificador de señales. La 
señal puede amplificarse aún más a través de una casca- 
da de señalización, con una serie de pasos en cada uno 
de los cuales un catalizador (por ejemplo, una proteína 
quinasa) activa a otro catalizador (otra proteína quina- 
sa), con el resultado de una gran amplificación de la 
señal original. Una cascada de este tipo tiene lugar en la 
regulación de la síntesis y degradación del glucógeno 
por la adrenalina (véase la Fig. 12-7). La adrenalina 
activa (a través de su receptor) a la adenilil ciclasa, que 
produce muchas moléculas de cAMP por cada molécula 
de hormona unida a su receptor. El AMP cíclico, a su 
vez, activa a la proteína quinasa dependiente de cAMP 
(proteína quinasa A), que activa la glucógeno fosforilasa 
b quinasa, que activa la glúcogeno fosforilasa b. El resul- 
tado es la amplificación de la señal: una molécula de 
adrenalina da lugar a la producción de muchos miles o 
millones de moléculas de glucosa 1-fosfato a partir del 
glucógeno. 

Las hormonas insolubles en agua, incluidas las hor- 
monas esteroides, retinoides y tiroideas, pasan fácil- 
mente a través de la membrana plasmática de sus célu- 
las diana para alcanzar sus proteínas receptoras en el 
núcleo (Fig. 23-3). El propio complejo hormona-recep- 
tor transporta el mensaje: interacciona con el DNA, 
alterando la expresión de genes específicos con lo que 
cambia el complemento enzimático de la célula y, por 
tanto, su metabolismo celular (véase la Fig. 12-30). 


Péptido 


23.1 Hormonas: estructuras diversas para funciones diversas 


Receptor de la superficie celular 


Las hormonas peptídicas o con 
función amina se unen a un 
receptor en el exterior de la 
célula; actúan a través del 
receptor sin entrar en la célula, 


Receptor nuclear 


Las hormonas esteroides 

o tiroideas entran en la célula; 
el complejo hormona-receptor 
actúa en el núcleo. 
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FIGURA 23-3 Dos mecanismos generales de 
hormonas peptidicas y las aminadas actúan má: 0) 


hormonas esteroides y tiroideas. 


Las hormonas que actúan a través de receptores de 
la membrana plasmática desencadenan, generalmente, 
respuestas fisiológicas o bioquímicas muy rápidas. Sólo 
segundos después de que la adrenalina sea segregada 
en la sangre por la médula suprarrenal, el músculo 
esquelético responde acelerando la degradación del 
glucógeno. Por el contrario, las hormonas tiroideas y las 
hormonas sexuales (esteroides) promueven la respues- 
ta máxima en los tejidos diana sólo al cabo de horas o 
incluso días. Estas diferencias en el tiempo de respuesta 
corresponden a diferentes modos de acción. En general, 
las hormonas de acción rápida modifican la actividad de 
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uno o más enzimas preexistentes en la célula a través de 
mecanismos alostéricos o por modificación covalente. 
Las hormonas de acción lenta generalmente alteran la 
expresión génica, lo que da como resultado una síntesis 
mayor (regulación hacia arriba o “upregulation”) o 
menor (regulación hacia abajo o “downregulation”) de 
las proteínas sujetas a regulación. 


Las hormonas son químicamente diversas 


Hay varias clases de hormonas en los mamíferos, distin- 
guibles por sus estructuras químicas y sus modos de 
acción (Tabla 23-1). Las hormonas peptídicas, catecola- 
minas e icosanoides actúan desde el exterior de las 
células diana, a través de receptores de la superficie 
cejular. Las hormonas esteroides, la vitamina D, los reti- 
noides y las tiroideas penetran en la célula y actúan a 
través de receptores nucleares. El óxido nítrico (un 
gas) también entra en la célula, pero activa un enzima 
citosólico, la guanilil ciclasa (véase la Fig. 12-23). 

Las hormonas también pueden clasificarse por la 
forma como viajan desde el punto de su liberación hasta 
su tejido diana. Las hormonas endocrinas (del griego 
endon, que significa “dentro”, y krinein, “liberar”) se 
liberan a la sangre y se transportan hasta las células 
diana a través del organismo (por ejemplo, la insulina y 
el glucagón). Las hormonas paracrinas se liberan en el 
espacio extracelular y difunden hacia las células diana 
vecinas (las hormonas icosanoides son de este tipo). Las 
hormonas autocrinas afectan a la misma célula que las 
libera, uniéndose a receptores de la superficie celular. 

eros no son los únicos que poseen siste- 
onales de señalización. Los insectos y los 
gusanos nemátodos tienen sistemas de regulación hor- 
monal muy desarrollados, cuyos mecanismos funda- 
mentales son similares a los de los mamíferos. Las 
plantas también usan señales hormonales para coordi- 
nar las actividades de sus tejidos. 

Para ilustrar la diversidad estructural y el abanico 
de efectos de las hormonas de los mamíferos, conside- 
remos algunos ejemplos representativos de cada una de 
las clases principales que se muestran en la Tabla 23-1. 


Hormonas peptídicas Las hormonas peptídicas varían 
en tamaño desde 3 a más de 200 residuos aminoácidos. 
Incluyen las hormonas pancreáticas insulina, glucagón y 
somatostatina, la hormona paratiroidea calcitonina y 


TABLA 23-1 ¡Clases de hormonas 
Tipo Ejemplo Vía de síntesis Modo de acción 
Insulina, glucagón Modificación proteolítica p o] 


Catecolamina Adrenalina De la tirosina 


de una prohormona 


Receptores de la membrana plasmática; 


l segundos mensajeros 
Icosanoide Prostaglandina E, Del araquidonato 
(ácido graso 20:4) | 
Esteroide Testosterona Del colesterol Receptores nucleares; regulación | 
VitaminaD Calcitriol Del colesterol de la transcripción | 
| Retinoide Acido retinoico De la vitamina A 
Tiroides Triyodotironina (T,) De la Tyr de la tiroglobulina 
Oxido nítrico Óxido nítrico De arginina + O, Receptor citosólico (guanilil ciclasa) 


| 


y segundo mensajero (cGMP) _ 
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todas las hormonas del hipotálamo y la hipófisis (descri- 
tas más adelante). Estas hormonas se sintetizan en los 
ribosomas como proteínas precursoras más largas (pro- 
hormonas), se empaquetan en vesículas secretoras y se 
escinden por proteólisis para formar los péptidos acti- 
vos. En muchas hormonas peptídicas los residuos termi- 
nales están modificados como, por ejemplo, en la TRH 
(Fig. 23-2). 

La insulina es una proteína pequeña (M_ 5.800) 
con dos cadenas polipepiídicas, A y B, unidas por dos 
puentes disulfuro. Se sintetiza en el páncreas en forma 
de precursor inactivo de una sola cadena polipeptídica, 
la preproimsulina (Fig. 23-4), con una “secuencia 
señal” amino-terminal, que determina su incorporación 
a vesículas secretoras. (Las secuencias señal se discu- 
ten en el Capítulo 27; véase la Fig. 27-40). La elimina- 
ción proteolítica de la secuencia señal y la formación de 
tres puentes disulfuro produce la proinsulina, que se 
almacena en gránulos de secreción (vesículas membra- 
nosas rellenas de proteína sintetizada en el RE) en las 
células 3 pancreáticas. Cuando el aumento de la glucosa 
en sangre es suficiente para desencadenar la secreción 
de insulina, la proinsulina se convierte en insulina activa 
por proteasas específicas, que cortan dos enlaces peptí- 
dicos para formar la molécula de insulina madura y el 
péptido C que se liberan a la sangre por exocitosis. 


Preproinsulina 


Secuencia 


vi Cory N aTe 


Signal sequence 


Proinsulina 
+ 
HN 


o 


Cadena B 


Insulina madura 
+ 


FIGURA 23-4 insulina. La insulina madura se forma a partir de un pre- 
cursor más grande, la preproinsulina, por modificación proteolítica. La 
eliminación de un segmento de 23 aminoácidos (la secuencia señal) del 
extremo amino-terminal de la preproinsulina y la formación de tres 
puentes disulfuro dan lugar a la proinsulina. Cortes proteolílicos poste- 
riores eliminan el péptido C de la proinsulina, dando lugar a la insulina 
madura, compuesta por las cadenas A y B. La secuencia de aminoácidos 
de la insulina bovina se muestra en la Figura 3-24. 


Hay otros casos, en los que las proteínas prohormo- 
nas experimentan una rotura específica y producen 
varias hormonas activas. La proopiomelanocortina 
(POMC) es un ejemplo espectacular de codificación de 
múltiples hormonas por un solo gen. El gen de la POMC 
codifica un gran polipéptido que se corta progresiva- 
mente en al menos nueve péptidos biológicamente acti- 
vos (Fig. 23-5). 

La concentración de las hormonas peptídicas en el 
interior de los gránulos de secreción es tan alta, que el 
contenido es virtualmente cristalino; cuando se lihera el 
contenido de un gránulo por exocitosis, se libera súbita- 
mente una gran cantidad de hormona. Los capilares que 
irrigan las glándulas endocrinas sintetizadoras de pépti- 
dos hormonales están aventanadas (puntuadas con 
pequeños orificios o “ventanas”), de manera que las 
hormonas secretadas puedan llegar fácilmente al torren- 
te circulatorio para su transporte hasta las células diana 
alejadas. Tal como se indicó anteriormente, todas las 
hormonas peptídicas actúan mediante la unión a recep- 
tores de la membrana plasmática. Provocan la produc- 
ción de un segundo mensajero en el citosol, que cambia 
la actividad de un enzima intracelular, modificando así 
el metabolismo celular. 


Hormonas catecolaminas Los compuestos hidrosolubles 
adrenalina (epinefrina) y noradrenalina (norepi- 
nefrina) son catecolaminas, sintetizadas a partir de 
tirosina y denominadas así por su relación estructural 
con el catecol (véase la Fig. 22-31). 


——= L-Dopa —> Dopamina ——=> 
Noradrenalina —— Adrenalina 


Las catecolaminas sintetizadas en el cerebro y otros 
tejidos nerviosos actúan como neurotransmisores, pero 
la adrenalina y la noradrenalina también se sintetizan y 
secretan como hormonas por las glándulas suprarrena- 
les (adrenales). Al igual que las hormonas peptídicas, 
las catecolaminas se encuentran muy concentradas en 
gránulos de secreción, se liberan por exocitosis y actúan 
a través de receptores de superficie para generar segun- 
dos mensajeros intracelulares. Intervienen en una gran 
variedad de respuestas fisiológicas frente al estrés 
agudo (véase la Tabla 23-7). 


Hormonas icosanoides Las hormonas icosanoides (pros- 
taglandinas, tromboxanos leucotrienos y lipoxinas) pro- 
ceden del araquidonato (20:4(A*811:140 un ácido graso 
poliinsaturado de 20 carbonos y del ácido icosapentae- 
noico (EPA; 20:5(A5811,M4,I1D)- véase la Fig. 21-12).. 


Fosfolípidos 


| 


Araquidonato (20:4) 
Ácido icosapentaenoico (20:5) 


Prostaglandinas  Tromboxanos Leucotrienos Lipoxinas 
A diferencia de las hormonas descritas hasta el momen- 


to, no se sintetizan con antelación ni se almacenan, se 


producen cuando se necesitan. Los enzimas de la vía de 
las prostaglandinas y los tromboxanos están ampliamen- 
te distribuidos en los tejidos de los mamíferos; la mayo- 
ría de las células pueden producir estas señales hormo- 
nales, y las células de muchos tejidos pueden responder 
a través de receptores específicos de la membrana plas- 
mática. Las hormonas icosanoides son hormonas para- 
crinas secretadas en el fluido intersticial (sin preferencia 
por la sangre) y actúan sobre las células vecinas. 
Algunas prostaglandinas estimulan la contrac- 

ción del músculo liso, incluidos el del intestino y 
del útero (y pueden, por lo tanto, ser usadas clínica- 
mente para inducir el parto). También están implicadas 
en el dolor y la inflamación en algunos tejidos. Muchos 
fármacos de acción antiinflamatoria actúan inhibiendo 
pasos de las vías de síntesis de las prostaglandinas 
(véase la Fig. 21-15). Los tromboxanos regulan la fun- 
ción de las plaquetas y, por lo tanto, la coagulación 
sanguínea (véase la Fig. 6-41). Los leucotrienos LTC, y 
LTD, actúan a través de receptores de la membrana 
plasmática estimulando la contracción del músculo liso 
en el intestino, las vías pulmonares y la tráquea, y son 
mediadores de la anafilaxis una respuesta inmune seye- 
ra que puede incluir constricción de las vías respirato- 
rías, pulso cardíaco alterado, shock y, a veces, la muer- 
te. Las lipoxinas son derivados icosanoides de vida corta 
con efectos potentes sobre la función inmune; aparecen 
en la sangre cuando finaliza la inflamación. Y 


Hormonas esteroides Las hormonas esteroides: hor- 
monas corticoesteroides (adrenocortigeides) y h 

nas sexuales, se sintetizan a partir (del O SALE 
varios tejidos endocrinos. 


Colesterol 


| 


Progesterona 


A. Ng 


Cortisol Testosterona 
(glucocorticoide) | 


Aldosterona 
(mineralocorticoide) 
Estradio! 
(hormonas sexuales) 


Viajan hasta sus células diana a través del torrente circula- 
torio, unidas a proteínas transportadoras. En el córtex 
suprarrenal se producen más de 50 hormonas corticoste- 
roides mediante reacciones que eliminan la cadena lateral 
del anillo D del colesterol e introducen oxígeno para for- 
mar grupos ceto e hidroxilo. En muchas de estas reaccio- 
nes intervienen enzimas del citocromo P-450 (véase el 
Recuadro 21-1). Los corticoesteroides son de dos tipos 
generales, según sus acciones. Los ghucocorticoides, tales 
como el cortisol, afectan principalmente el metabolismo de 
los glúcidos; los mineralocorticoides, tales como la aldoste- 
rona, regulan las concentraciones de electrolitos (K*, Na*, 
Ca*, CF) en la sangre. Dos tipos de hormonas sexuales, los 
andrógenos (testosterona) y los estrógenos (tales como el 
estradiol; véase la Fig. 10-18) se sintetizan en los testículos 
y en los ovarios. Afectan al desarrollo sexual, el comporta- 
miento sexual y a una serie de funciones reproductoras y 
no reproductoras. Su síntesis también requidere enzimas 
del citocromo P-450, que cortan la cadena lateral del coles- 
terol e introducen átomos de oxígeno. 
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Gen de la proopiomelanocortina (POMC) 


AR ES DNA 
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FIGURA 23-5 Modificación proteolitica del precursor de la proopio- 
melanocortina (POMO), El producto génico inicial ce la POMC es un 
polipéptida largo que experimenta rotura por una serie de proteasas 
especificas que producen ACTH (corticotropina), A y y-lipotropina, œ-, 
B- y y-MSH (hormona estimulante de los melanocitos o melanocortina), 
CLIP (péptido intermediario semejante a la corticotropina), -endorfina 
y Met-encefalina. Los puntos de corte son dobletes de residuos básicos, 
Arg-Lys, Lys-Arg o Lys-Lys. 


Todas las hormonas esteroides actúan a través de 
receptores nucleares para cambiar el nivel de expresión 
de genes específicos (véase la Fig. 12-30). También 


To AMOR ner efectos más rápidos facilitados por recep- 


alizados de la membrana plasmática. Los huma- 
nos y otros animales están expuestos a muchas sustan- 
cias químicas exógenas denominadas de forma amplia 
“interruptores endocrinos”, que van desde contaminan- 
tes ambientales tales como los PBC (biferúlos policlori- 
nados), pesticidas y medicamentos hasta estrógenos 
presentes de forma natural en plantas, tales como algu- 
nos productos de la soja. Algunos interruptores endocri- 
nos se unen a receptores nucleares de esteroides y 
estimulan efectos de tipo hormonal; otros bloquean los 
receptores, impidiendo la estimulación por hormonas 
endógenas o interfieren con el metabolismo normal de 
las hormonas esteroides en el hígado. 


Hormona vitamina D El calcitriol (1,25-dihidroxicalci- 
triol) se obtiene a partir de la vitamina D por reacciones 
de hidroxilación enzimáticas en el hígado y los riñones 
(véase la Fig. 10-19a). La vitamina D se obtiene de la 
dieta o por fotólisis del 7-deshidrocolesterol en la piel 
expuesta a la luz solar, 


7-Deshidrocolesterol 
| Luz UV 


Vitamina D, 
(colecalcifera!) 


| 


25-Hidroxicolecalciterol 


| 


la,25-Dihidroxicalcitrio! 
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y El calcitriol actúa de forma concertada con la 
hormona paratiroidea en la homeostasis del Ca**, 
regulando la concentración de Ca%™ en la sangre y el 
equilibrio entre deposición y movilización de Ca** en el 
hueso. A través de receptores nucleares, el calcitriol 
activa la síntesis de una proteína intestinal de unión de 
calcio, esencial para la asimilación del Ca** de la dieta. 
La ingesta insuficiente de vitamina D o defectos en la 
biosíntesis de calcitriol producen enfermedades graves 
tales como el raquitismo, en la que los huesos son débi- 
les y están mal formados (véase la Fig. 10-19b). 5 


Hormonas retinoides Las hormonas retinoides son 
hormonas potentes que regulan el crecimiento, la 
supervivencia y la diferenciación celular mediante los 
receptores nucleares de los retinoides. La prohormona 
retinol se sintetiza principalmente en el hígado a partir 
del P-caroteno (véase la Fig. 10-20), y muchos tejidos 
convierten el retinol en la hormona ácido retinoico 
(RA). El RA se une a su receptor específico (RAR) en 
el núcleo, forma un dímero con otra proteína nuclear, 
receptor X retinoide (RXR) y altera la velocidad de 
expresión de los genes que responden al RA. 


PCaroteno 


| 


Yitamina A, 
(retinol) 


| 


Ácido retinoico 


Los retinoides actúan sobre todos (E, H 
_Y j pues todos los tipos de células tiene O 

una forma de receptor nuclear de los retinoides, En los 
adultos, la córnea, la piel, los epitelios del pulmón y de la 
tráquea y el sistema inmunitario se encuentran entre las 
dianas principales; todas ellas experimentan una renova- 
ción constante de células. El RA regula la síntesis de 
proteínas esenciales para el crecimiento y la diferencia- 
ción. Un exceso de vitamina A (precursor de las hormo- 
nas retinoides) puede producir malformaciones congéniú- 
tas por lo que se recomienda a las mujeres embarazadas 
que no utilicen las cremas a base de retinoides desarro- 
ladas para el tratamiento del acné severo. m 


Hormonas tiroideas Las hormonas tiroideas T, (tiroxi- 
na) y T, (triyodotironina) se sintetizan a partir de la 
proteína precursora tiroglobulina (M, 660.000). Hasta 
20 residuos Tyr de la tiroglobulina se yodan enzimática- 
mente en la glándula tiroides. A continuación se con- 
densan dos residuos yodotirosina para formar el precur- 
sor de la tiroxina. Cuando se necesita la tiroxina se 
libera por proteólisis. La condensación de monoyodoti- 
rosina con diyodotirosina produce T,, que también es 
una hormona activa liberada por proteólisis. 


Tiroglobulina-Tyr 


Tiroglobulina-Tyr-| 
(residuos Tyr yodados) 


[proteólisis 


Tiroxina (T4), 
triyodotironina (T4) 


Las hormonas tiroideas actúan a través de receptores 
nucleares que estimulan el metabolismo energético, 
especialmente en el hígado y el músculo, a través del 
incremento de la expresión de genes que codifican 
enzimas clave del catabolismo. Una producción dismi- 
nuida de tiroxina enlentece el metabolismo y puede 
causar depresión. Cuando la producción disminuida es 
resultado de escasez de yodo, la glándula tiroides se 
hipertrofia en un intento fallido de producir más tiroxi- 
na (Fig. 23-6) 


Óxido Nítrico (NO') El óxido nítrico es un radical libre 
relativamente estable que se sintetiza a partir de oxíge- 
no molecular y del nitrógeno del grupo guanidinio de la 
arginina (véase la Fig. 22-31) en una reacción catalizada 
por la NO sintasa. 


Arginina + 14% NADPH + 20, — 
NO" + citrulina + 2H,0 + 14% NADP* 


Este enzima se encuentra en muchos tejidos y tipos 
celulares: neuronas, macrófagos, hepatocitos, miocitos 
del músculo liso, células endoteliales de los vasos san- 
guíneos y células epiteliales del riñón. El NO actúa 
cerca de su lugar de liberación; penetra en la célula 
diana y activa el enzima citosólico guanilil ciclasa, que 
cataliza la formación del segundo mensajero cGMP 
(véase la Fig. 12-23). Una proteína quinasa dependiente 
de cGMP interviene en los efectos del NO al fosforilar 
proteínas clave y alterar su actividad. Por ejemplo, la 

sforilación de las proteínas del músculo liso que 


ATION 


FIGURA 23-6 Bocio. Persona con bocio avanzado. El bocio es un 
agrandamiento de la glándula tiroides que puede ocurrir en un intento 
inútil de producir hormona tiroidea en ausencia de yodo. La sal yodada 
en la dieta previene el desarrollo de la mayoría de bocios, excepto en los 
raros casos de defecto genético. Online Mendelian inheritance in Man 
(omim.org) un catálogo online de enfermedades genéticas humanas, 
documenta una serie de condiciones genéticas entre las que se incluyen 
mutaciones en el gen de la tiroglobulina que puede causar el desarrollo 
de bocio. “Fuente: Biophoto Associates/Science Source.] 


() 


rodean los vasos sanguíneos relaja el músculo con lo 
que disminuye la presión sanguínea. 


La liberación de hormonas está regulada por señales 


neuronales y hormonales jerarquizadas “de arriba a abajo” 


Los niveles variables de hormonas específicas regulan 
procesos celulares específicos, pero ¿qué regula el nivel 
de cada hormona? Una respuesta breve es que el siste- 
ma nervioso central recibe señales de muchos sensores 
internos y externos (señales de peligro, hambre, ingesta 
alimenticia, composición y presión de la sangre, por 
ejemplo) y orquesta la producción de señales hormona- 
les apropiadas por los tejidos endocrinos. Para una res- 
puesta más completa, es necesario considerar los siste- 
mas de producción de hormonas del cuerpo humano y 
algunas de sus interacciones funcionales. 

La Figura 23-7 muestra la localización anatómica 
de las principales glándulas endocrinas de los humanos, 
y la Figura 23-8 representa el “escalafón” de la jerar- 
quía de señalización hormonal. El hipotálamo, una 
pequeña región del cerebro (Fig. 23-9), es el centro de 
coordinación del sistema endocrino; recibe e integra 
mensajes procedentes del sistema nervioso central. En 
respuesta a estos mensajes, el hipotálamo produce hor- 
monas reguladoras (factores de liberación) que pasan 
directamente a la glándula hipófisis vecina a través de 
vasos sanguíneos y neuronas especiales que conectan las 
dos glándulas (Fig. 23-9b). La hipófisis tiene dos partes 
funcionalmente distintas. La hipófisis deso con- 
tiene los extremos de los axones de Ine 
que se originan en el hipotálamo. Estas 
cen los pequeños péptidos con función here 
cina y vasopresina (Fig. 23-10), que se PERPEN por el 
axón hasta los extremos de los terminales nerviosos en 
la hipófisis, en donde se almacenan en gránulos de 
secreción en espera de la señal para su liberación. 


Estímulo sensorial externo 


Origen 
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de las señales 
Hormonas hipotalámicas 
{factores de liberación) 
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(ACTH) M,28.24 estimulante Iutainizante de crecimiento) M et pu 
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FIGURA 23-7 Principales glándulas endocrinas. Las glándulas están 
sombreadas en rosa. 


O NS cra anterior responde a las hormonas 
AW cas transportadas por la sangre produciendo 


hormonas trópicas o tropinas (del griego tropos, que 
significa “yuelta”). Estos polipéptidos relativamente lar- 
gos activan el siguiente nivel de glándulas endocrinas 
(Fig. 23-8), entre las que se encuentran la corteza supra- 


FIGURA 23-8 Algunas de las principales hormonas endocrinas y sus 
tejidos diana. Las señales que se originan en el sistema nervioso cen- 
tral (arriba) se transmiten a través de una serie de etapas hasta los teji- 
dos diana finales (abajo). Además de los sistemas aquí mostrados, el 
timo y la glándula pineal, así como algunos grupos de células del tracto 
gastrointestinal, también secretan hormonas. Las líneas a tra- 
zos representan conexiones neuronales. 


Vasopresina Nivel de 
Miao (hormona glucosa 
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FIGURA 23-9 Origenes neuroendocrinos de las señales hormonales. 
Localización del hipotálamo y la hipófisis y detalles del sistema hipotála- 
mo-hipófisis. Señales de neuronas conectoras estimulan la secreción de 
factores de liberación por el hipotálamo en un vaso sanguíneo, que los 
transporta directamente a una red de capilares en la hipófisis anterior. En 
respuesta a cada factor de liberación, la hipófisis anterior libera la hor- 
mona apropiada a la circulación sanguínea general. Las hormonas de la 
hipófisis posterior se sintetizan en neuronas que parten del hipotálamo y 
son transportadas a través de axones hasta las terminaciones nerviosas 
situadas en la hipófisis posterior y allí se almacenan hasta su liberación a 
la sangre en respuesta a una señal neuronal. 


rrenal, la glándula tiroides, los ovarios y los testículos. 
Estas glándulas, a su vez, secretan sus hormonas especí- 
ficas, que se transportan por la sangre hasta los tejidos 
diana. Por ejemplo, la hormona liberadora de la cortico- 
tropina del hipotálamo estimula la liberación de ACTH 
por la hipófisis anterior, que llega a través de la sangre 
hasta la zona fasciculada de la corteza suprarrenal donde 
provoca la liberación de cortisol. El cortisol, la última 
hormona de esta cascada, actúa a través de sus recepto- 
res en muchos tipos de células diana para alterar su 
metabolismo. En los hepatocitos, una de las acciones del 
cortisol es aumentar la tasa de gluconeogénesis. 

El resultado de las cascadas hormonales, tales como 
las responsables de la liberación del cortisol y de la adre- 
nalina, es una gran amplificación de la señal inicial, lo que 
permite la modulación precisa de la producción de la 
hormona final (Fig. 23-11). A cada nivel de la cascada, 
una pequeña señal provoca una respuesta mayor. Por 
ejemplo, la señal eléctrica inicial sobre el ES álamo cd 
voca la liberación de unos pocos nanogra QS 
na liberadora de la corticotropina, que cotas Ane > 
ción de unos pocos microgramos de corticobmagánó. La 
corticotropina actúa sobre la corteza suprarrenal dando 
lugar a la liheración de miligramos de cortisol, con una 
amplificación global de al menos un millón de veces. 

A cada mivel de la cascada hormonal cabe la posibi- 
lidad de retroinhibición sobre etapas anteriores de la 
cascada; un nivel innecesariamente elevado de la hor- 
mona final o de una de las hormonas intermedias inhibe 
la liberación de las hormonas anteriores de la cascada. 
Estos mecanismos de retroalimentación cumplen la 
misma finalidad que los que limitan la producción de 
una vía biosintética: (compare la Fig. 23-11 con la Fig. 
22-37): un producto sólo se sintetiza (o libera) hasta 
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(vasopresina, oxitocina) 


Venas que transportan 
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que alcanza la concentración necesaria. 


Sistemas hormonales “de abajo a arriba” envían señales 
de nuevo al cerebro y a otros tejidos 


adiposo y comunican el estado metabólico del momento 
al hipotálamo (Fig. 23-12). Estas señales se integran 
en el hipotálamo y aparece una respuesta neuronal u 
hormonal adecuada. La acción del enzima proteína qui- 
nasa activada por AMP (AMPK) en el hipotálamo es uno 
de tales mecanismos integradores; suma diversas seña- 
les y pasa la información mediante la fosforilación de 
proteínas clave en el hipotálamo. Las señales hormona- 
les conocidas en este mecanismo son numerosas y, sin 
duda, se descubrirán más. 

Las adipoquinas, por ejemplo, son hormonas peptí- 
dicas, producidas en el tejido adiposo, que indican si las 


FIGURA 23-10 Dos hormonas de la hipófisis posterior. Los residuos 
de los extremos carboxilo son glicinamida, —NH—CH,—CONH, (tal 
como se observó en la Fig. 23-2, la amidación del extremo carboxilo es 
común en las hormonas peptídicas cortas). Estas dos hormonas, idénti- 
cas en todos los residuos excepto dos (sombreados en rosa), tienen 
efectos fisiológicos muy distintos. La oxitocina actúa sobre los músculos 
lisos del útero y de la glándula mamaria, provocando contracciones ute- 
rinas durante el parto y promoviendo la secreción láctea durante ta lac- 
tación. La vasopresina (también denominada hormona antidiurética) 
aumenta la reabsorción del agua en el riñón y provoca la contracción de 
los vasos sanguíneos, aumentando así la presión sanguínea. 
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estimulación del hipotálamo por el sistema € 
chas negras continuas indican la producción y libérkci pi 

las flechas negras a trazos indican la acción de la terde 
diana. En cada tejido endocrino de la ruta, un estimulo procedente de un 
nivel superior, es recibido amplificado y transducido en la liberación de la 
siguiente hormona de la cascada. La cascada puede ser regulada a dife- 
rentes niveles por retroinhibición (flechas finas a trazos) por la hormona 
final (en este caso, cortisol). Por tanto, el producto controla su propia 
producción, como en las vías biosintéticas de las células individuales. 


reservas grasas son adecuadas. La leptina, liberada cuan- 
do el tejido adiposo está relleno de triacilgliceroles, actúa 
en el cerebro para inhibir el comportamiento alimentario, 
mientras que la adiponectina señala el agotamiento de 
las reservas de grasa y estimula la alimentación. La greli- 
na se produce en el tracto gastrointestinal cuando el 
estómago está vacío y actúa sobre el hipotálamo para 
estimular el comportamiento alimentario; cuando se llena 
el estómago, cesa la liberación de grelina. Las ineretinas 
son hormonas peptídicas producidas en el intestino des- 
pués de la ingestión de una comida; aumentan la secre- 
ción de insulina y disminuyen la secreción de glucagón en 
el páncreas. Las incretinas mejor estudiadas son el pépti- 
do tipo glucagón 1 (GLP-1) y el polipéptido insuli- 
notrópico dependiente de glucosa (GIP), también 
conocido como polipéptido inhibidor gástrico. 

El neuropéptido Y (NPY) es una hormona produci- 
da en el sistema nervioso central (hipotálamo) y en las 
glándulas suprarrenales. Su liberación promueve la inges- 
ta y reduce el gasto energético en actividades no esencia- 
les. El péptido YY (PYY, ,, ), producido en el intestino, 
indica saciedad. NPY y PYY, „ actúan a través de recepto- 
res acoplados a proteína G (GPCR; véase el Capítulo 12). 
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FIGURA 23-12 Regulación del comportamiento alimentario por el 
flujo de información en dos sentidos entre tejidos y el hipotálamo. 
Cuando ia ingestión de alimento y la producción de energía son tos ade- 
cuados, las hormonas peptídicas liberadas por el estómago, intestino y 
tejido adiposo retroalimentan el hipotálamo indicando saciedad y reducir 
la alimentación. Otras hormonas peplídicas específicas de tejidos seña- 
lan suministros inadecuados de almacenamiento de triacilgliceroles o 

e glucosa en sangre. Todas estas señales inciden directa o 


AFH entè sobre la proteina quinasa activada por AMP (AMPK) en 


el hipotálamo, el cual integra estas señales e influye sobre el comporta- 
miento alimentario y el metabolismo productor de energía en los tejidos. 
Los nervios transportan señales eléctricas desde el cerebra a los demás 
tejidos para completar el circuito de información y conseguir la homeos- 
tasis (no mostrado). TRH, hormona liberadora de tirotropima; GLP-1, pép- 
tido-1 tipo giucagón; GIP. polipéptido inhibidor gástrico. 


Las irisina es una hormona peptídica producida en 
el músculo en respuesta al ejercicio; actúa convirtiendo 
tejido adiposo blanco en tejido adiposo marrón o beige, 
los cuales disipan la energía en forma de calor (véase la 
Sección 23.2). 

Se ha demostrado que todas esta hormonas, y más, 
funcionan en ratas y ratones utilizados en estudios 
experimentales sobre comportamiento alimentario y 
obesidad, y también en humanos (Tabla 23-2). Volvere- 
mos a estas hormonas cuando discutamos la regulación 
del peso corporal en humanos (Sección 23.4). 


RESUMEN 23.1 Hormonas: Estructuras diversas para 
funciones diversas 


E Las hormonas son mensajeros químicos segrega- 
dos en la sangre o en el fluido intersticial por determi- 
nados tejidos para regular la actividad de otras células 
o tejidos. 

© El radioinmunoensayo y el ELISA son dos técnicas 
de gran sensibilidad para detectar y cuantificar hormonas. 
MM Las hormonas peptídicas, catecolaminas e icosanoi- 
des se unen a receptores específicos de la membrana 
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TABLA 23-2 Algunas hormonas peptidicas que actúan sobre el comportamiento alimentario 


y en la selección de combustible en mamiferos 


Hormona Sitio(s) de producción Tejido(s) diana Acción(es) 
Insulina Células 3 pancreáticas Músculo, adiposo, hígado Estimula la captación de glucosa y la síntesis 
de glucógeno y grasa | 
Estimula la gluconeogénesis y la liberación 
Glucagón Células a pancreáticas Hígado, adiposo de glucosa a la sangre 
Leptina Tejido adiposo Hipotálamo Reduce el apetito 
Adiponectina Tejido adiposo Músculo, hígado, otros Estimula el catabolismo 
Grelina Estómago, intestino Cerebro Señala apetito 
Incretinas: Intestino Páncreas Estimula la liberación de insulina 
' GLP-1, GIP 
NPY Hipotálamo, Cerebro, sistema nervioso Estimula el comportamiento alimentario 
suprarrenales autónomo | 
Pi Intestino Cerebro Señala saciedad 
| Irisina Músculo Adiposo Cambia el tejido adiposo blanco en beige | 


(después de ejercicio) 


plasmática de las células diana y alteran el nivel de un 
segundo mensajero intracelular sin entrar en el interior 
de la célula. 

Mi Las hormonas esteroideas, la vitamina D, los reti- 
noides y las hormonas tiroideas penetran en el interior 
de las células diana y alteran la expresión génica al 
interaccionar con receptores nucleares específicos. 

MM Las cascadas hormonales, en las que cataliza 
activan otros catalizadores, amplifican un e 
cial en varios órdenes de magrútud, frecuen 
un tiempo muy corto (segundos). 

M Algunas hormonas se sintetizan en forma de pro- 
hormonas y se activan por rotura enzimática. En algu- 
nos casos, tales como la insulina, se produce una hor- 
mona mediante cortes proteolíticos; en otros, como por 
ejemplo POMC, el corte de una única prohormona da 
lugar a varias hormonas distintas. 

MM Las hormonas están reguladas por unas interaccio- 
nes jerarquizadas de arriba a abajo entre el cerebro y las 
glándulas endocrinas: impulsos nerviosos estimulan el 
hipotálamo para que envíe hormonas específicas a la 
hipófisis, que estimulan (o inhiben) así la liberación de 
hormonas trópicas. Las hormonas de la hipófisis ante- 
rior estimulan a su vez otras glándulas endocrinas (tiroi- 
des, suprarrenales, páncreas) para que secreten sus 
hormonas características que, a su vez, estimulan teji- 
dos diana específicos. 

MM Las hormonas peptídicas también actúan en una 
señalización de abajo a arriba: tejido adiposo, músculo y 
tracto gastrointrestinal liberan hormonas peptídicas 
que actúan sobre otros tejidos o sobre el sistema nervio- 
so central. 


23.2 Metabolismo específico 
de los tejidos: división del trabajo 


Cada tejido del cuerpo humano tiene una función espe- 
cializada, que se manifiesta en su anatomía y en su 
actividad metabólica (Fig. 23-13). El músculo esquelé- 
tico permite el movimiento dirigido; el tejido adiposo 
almacena y libera energía en forma de grasas, que se 


utilizan como combustible en todo el cuerpo; en el cere- 
bro las células bombean iones a través de las membra- 
nas plasmáticas para producir señales eléctricas. El 
hígado tiene un papel central de transformación y dis- 
tribución en el metabolismo y proporciona a todos los 
demás órganos y tejidos una mezcla adecuada de 
nutrientes a través del torrente circulatorio. La centra- 
idad funcional del hígado se pone de relieve en el hecho 
Na los, otros órganos y tejidos se designen 
) omo “extrahepáticos”. Empezaremos, 
pues, nuestra discusión sobre la división del trabajo 
metabólico estudiando la transformación de los glúci- 
dos, los aminoácidos y las grasas en el hígado de los 
mamíferos. A continuación describiremos brevemente 
las principales funciones metabólicas del tejido adiposo, 
músculo, cerebro y del medio que interconecta todos 
los demás: la sangre. 


El hígado transforma y distribuye los nutrientes 


Durante la digestión en los mamíferos, los tres princi- 
pales tipos de nutrientes (glúcidos, proteínas y lípidos) 
experimentan hidrólisis enzimática hasta convertirse 
en sus constituyentes sencillos. Esta degradación es 
necesaria, puesto que las células epiteliales que revis- 
ten la luz intestinal sólo son capaces de absorber molé- 
culas relativamente pequeñas. Muchos de los ácidos 
grasos y monoacilgliceroles liberados en el intestino 
tras la digestión de las grasas se convierten de nuevo 
en triacilgliceroles (TAG) en el interior de estas células 
epiteliales. 

Después de ser absorbidos, la mayor parte de los 
azúcares y aminoácidos y algunos TAG reconstituidos 
pasan a los capilares de la sangre desde las células epi- 
teliales del intestino y viajan por el torrente circulatorio 
hasta el hígado; el resto de TAG entran en el tejido adi- 
poso a través del sistema linfático. La vena porta (Fig. 
23-13) es una ruta directa desde los órganos digestivos 
al hígado por lo que el hígado es el primero en tener 
acceso a los nutrientes ingeridos. El hígado tiene dos 
tipos principales de células. Las células de Kupffer son 
fagocitos, importantes en la función inmunitaria. Los 
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FIGURA 23-13 Funciones metabólicas especializadas de los tejidos de los mamiferos. 


hepatocitos, de interés primordial aquí, transforman 
los nutrientes obtenidos de la dieta en los combustibles 
y precursores necesarios para cada tejido y los exportan 
a través de la sangre. Los tipos y cantidades de nutrien- 
tes suministrados por el hígado vienen determinados 
por el tipo de dieta, el intervalo de tiempo entre comi- 
das otros factores. La demanda de combustibles y pre- 
cursores de los tejidos extrahepáticos varía según el 
órgano, el nivel de actividad y el estado nutricional glo- 
bal del individuo. 

El hígado tiene una notable flexibilidad metabólica 
para responder a estas circunstancias cambiantes. Por 
ejemplo, cuando la dieta es rica en proteínas, los hepa- 
tocitos contienen niveles elevados de enzimas para el 
catabolismo de los aminoácidos y la gluconeogénesis. Al 
cambiar a una dieta rica en glúcidos, los niveles de estos 
enzimas caen en pocas horas y empiezan a sintetizarse 
los enzimas necesarios para el metabolismo de los glúci- 
dos y la síntesis de grasas. Los enzimas hepáticos se 
recambian (se sintetizan y degradan) a una velocidad 
cinco a diez veces superior a la velocidad de recambio 
de los enzimas en otros tejidos tales como el músculo. 
Los tejidos extrahepáticos también pueden ajustar su 
metabolismo a las condiciones imperantes, pero ningu- 
no de estos tejidos es tan adaptable como el hígado, ni 
tiene un papel tan central en las actividades metabóli- 
cas generales del organismo. A continuación se exami- 
nan los posibles destinos de los azúcares, aminoácidos y 


lípidos que entran en el hígado desde el torrente circu- 
latorio. Para ayudar a recordar las transformaciones 
metabólicas implicadas, la Tabla 23-3 muestra las rutas 
y procesos principales que examinaremos, con mención 
de la figura (en capítulos anteriores) en la que se mues- 
tra el detalle de cada ruta. A continuación resumimos 
las rutas que hacen referencia a las rutas y reacciones 
destacadas en las Figuras 23-14 a 23-16. 


Azúcares El transportador de glucosa de los hepatoci- 
tos (GLUT2) permite una difusión pasiva y rápida de la 
glucosa de modo que la concentración de glucosa en el 
interior de un hepatocito es esencialmente igual a la de 
la sangre. La glucosa que entra en los hepatocitos es 
fosforilada por la glucoquinasa (hexoquinasa IV) para 
dar glucosa 6-fosfato, La glucoquinasa tiene una K para 
la glucosa (10 mm) mucho más alta que los isozimas de 
la hexoquinasa en otras células (pp. 590-591); a diferen- 
cia de estos otros isozimas, no es inhibida por su pro- 
ducto, la glucosa 6-fosfato. La presencia de glucoquina- 
sa permite que los hepatocitos continúen fosforilando 
glucosa cuando su concentración alcanza niveles muy 
por encima de aquellos que resultarían saturantes para 
las demás hexoquinasas. La elevada K de la glucoqui- 
nasa también asegura que la fosforilación de la glucosa 
en los hepatocitos sea mínima cuando la concentración 
de glucosa es baja, impidiendo así que el hígado consu- 
ma glucosa como combustible a través de la glucólisis. 
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TABLA 23-3 Rutas metabólicas de los glucidos, aminoácidos 


y grasas mostradas en capitulos anteriores 


Vía Referencia a la(s) Figura(s) 
Ciclo del ácido cítrico: acetil-CoA —— 200, 16-7 
Fosforilación oxidativa: síntesis de ATP 19-19 
Catabolismo de glúcidos 
Glucogenólisis: glucógeno —— glucosa 1-fosfato —— glucosa sanguínea 15-27; 15-28 | 
Incorporación de hexosas a la glucólisis: fructosa, manosa, galactosa —— glucosa 14-11 
6-fosfato 
Glucólisis: glucosa —— piruvato 14-2 
Reacción de la piruvato deshidrogenasa: piruvato — acetil-CoA 16-2 | 
Fermentación del ácido láctico: glucógeno —— lactato + 2ATP 1 4-4 
Ruta de las pentosas fosfato: glucosa 6-fosfato —— pentosas fosfato + NADPH 14-22 
Anabolismo de los glúcidos 
Gluconeogénests: intermediarios del ciclo del ácido cítrico —— glucosa 14-17 
Ciclo glucosa-alanina: glucosa —— piruvato -—— alanina —— glucosa 18-9 
Síntesis de glucógeno: glucosa 6-fosfato — glucosa 1-fosfato — glucógeno 15-32 
. Metabolismo de aminoácidos y nucleótidos 
| Degradación de aminoácidos: aminoácidos ——. acetil-CoA, intermediarios del ciclo del 18-15 
| ácido cítrico ' 
| Síntesis de aminoácidos 22-11 
Ciclo de la urea: NH, —— urea 18-10 
Ciclo de la glucosa-alanina: alanina —— glucosa 18-9 
Síntesis de nucleótidos: aminoácidos —— Hi 22-35; 22-38 
Síntesis de hormonas y neurotransmisor JOP ATi ON 22-31 | 
Catabolismo de las grasas | 
P-Oxidación de los ácidos grasos: ácido graso — acetil-CoA 17-8 | 
Oxidación de cuerpos cetónicos: S-hidroxibutirato — acetil-CoA —— CO, del ciclo del 17-19 | 
ácido cítrico | 
Anabolismo de las grasas | 
Síntesis de ácidos grasos: acetil-CoA —- ácidos grasos 21-6 | 
| Síntesis de triacilgliceroles: acetil-CoA —— ácidos grasos —— triacilglicerol 21-17 a 21-19 | 
| Formación de cuerpos cetónicos: acetil-CoA — acetoacetato, 9-hidroxibutirato 17-18 | 
Síntesis de colesterol y de sus ésteres: acetil-CoA —-— colesterol — ésteres de colesterol 21-33 a 21-38 
t 


| Síntesis de fosfolípidos: ácidos grasos -——— fosfolípidos 


mn m = me — o u 


Ello contribuye al ahorro de glucosa, que puede desti- 
narse a otros tejidos. La fructosa, la galactosa y la mano- 
sa absorbidas en el intestino delgado también se con- 
vierten en glucosa 6-fosfato a través de las rutas enzi- 
máticas examinadas en el Capítulo 14, La glucosa 
6-fosfato se halla en la encrucijada del metabolismo de 
los glúcidos en el hígado. Puede optar entre varias rutas 
metabólicas principales (Fig. 23-14), según las necesi- 
dades metabólicas del organismo. El flujo de glucosa es 
dirigido en el hígado hacia una o más de estas rutas por 
la actividad de varios enzimas regulados alostéricamen- 
te y por la regulación hormonal de la síntesis y actividad 
enzimáticas. 

O La glucosa 6-fosfato es desfosforilada por la glu- 
cosa 6-fosfatasa para dar glucosa libre (véase la Fig. 
15-30), que se exporta para mantener los niveles de 


21-17; 21-23 a 21-28 


glucosa en sangre. La exportación es la vía predominan- 
te cuando la cantidad de glucosa 6-fosfato es limitada, 
puesto que la concentración de glucosa en sangre debe 
mantenerse suficientemente alta (4 a 5 mM) para pro- 
porcionar la energía adecuada al cerebro y demás teji- 
dos. @ La glucosa 6-fosfato que no es necesaria de 
modo inmediato para formar glucosa sanguínea se 
transforma en glucógeno hepático o tiene algún otro 
destino. Después de la glucólisis y la reacción de la piru- 
vato deshidrogenasa, €) el acetil-CoA así formado 
puede oxidarse para la producción de ATP en el ciclo 
del ácido cítrico; la transferencia de electrones y la fos- 
forilación oxidativa consiguientes proporcionan ATP. 
(Sin embargo, normalmente los ácidos grasos son el 
combustible preferido para la producción de energía en 
los hepatocitos.) @ El acetil-CoA, también puede servir 
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FIGURA 23-14 Rutas metabólicas de la glucosa 6-fosfato en el 
higado. En ésta y en las figuras 23-15 y 23-16, las rutas anabólicas se 
indican generalmente dirigidas hacia arriba, las rutas catabólicas hacia 
abajo y la distribución hacia otros órganos horizontalmente. Los proce- 
sos numerados en cada figura se describen en el texto. 


de precursor para la síntesis de ácidos me 
incorporados en los TAG, fosfolípidos, y oiana Una 
buena parte de los lípidos que se sintetizan en el hígado 
se transportan a otros tejidos por lipoproteínas plasmá- 
ticas. @ Alternativamente, la glucosa 6-fosfato puede 
entrar en la vía de las pentosas fosfato, que proporciona 
el poder reductor (NADPH), necesario para la biosínte- 
sis de ácidos grasos y colesterol, y D-ribosa 5-fosfato, un 
precursor en la biosíntesis de los nucleótidos. El 
NADPH es también un cofactor esencial en la destoxif- 
cación y eliminación de muchos medicamentos y otros 
xenobióticos metabolizados en el hígado. 


Aminoácidos Los aminoácidos que entran en el hígado 
pueden tomar diferentes rutas metabólicas importantes 
(Fig. 23-15). (O) Actúan como precursores para la sín- 
tesis de proteínas, proceso contemplado en el Capítulo 
27. El hígado renueva constantemente sus propias pro- 
teínas, que tienen una velocidad de recambio relativa- 
mente elevada (vida media promedio de unas pocas 
horas a unos pocos días), y es también el sitio de la 
biosíntesis de la mayor parte de las proteínas plasmáti- 
cas. @ Alternativamente, los aminoácidos pueden pasar 
a otros órganos a través de la sangre para ser utilizados 
como precursores en la síntesis de proteínas tisulares. 
© Otros aminoácidos son precursores en la biosíntesis 
de nucleótidos, hormonas y otros compuestos nitroge- 
nados, en el hígado y otros tejidos. 

(A Los aminoácidos que no son necesarios como 
precursores biosintéticos se transaminan o desaminan y 
se degradan para proporcionar piruvato e intermedios 
del ciclo del ácido cítrico que siguen diversos destinos; 
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FIGURA 23-15 Metabolismo de los aminoácidos en el hígado. 


O el amoníaco liberado se convierte en el producto de 
excreción urea. @ El piruvato puede convertirse en 
glucosa y glucógeno a través de la gluconeogénesis o @ 
convertirse en acetil-CoA que tiene varios destinos posi- 
bles: @ puede oxidarse en el ciclo del ácido cítrico y Y) 
la fosforilación oxidativa para producir ATP, o @ conver- 
tirse en lípidos para su almacenamiento. () Los interme- 
diarios del ciclo del ácido cítrico pueden salir del mismo 
para la síntesis de glucosa vía gluconeogénesis. 

El hígado también metaboliza los aminoácidos que 
llegan de forma intermitente desde otros tejidos. La 
sangre recibe un suministro adecuado de glucosa inme- 
diatamente después de la digestión y absorción de los 
glúcidos de la dieta o bien, entre comidas, por la conver- 
sión del glucógeno hepático en glucosa sanguínea. En 
los intervalos entre comidas, especialmente si son pro- 
longados, una parte de la proteína muscular se degrada 
a aminoácidos. Estos aminoácidos ceden sus grupos 
amino (por transaminación) al piruyato, el producto de 
la glucólisis, para dar alanina, que @® se transporta hasta 
el hígado y se desamina. Los hepatocitos convierten el 
piruvato resultante en glucosa sanguínea (por gluco- 
neogénesis @) y el amoníaco se transforma en urea 
para su excreción ®. Una ventaja de este ciclo de la 
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glucosa-alanina (véase la Fig. 18-9) es que se suavizan 
las fluctuaciones de la glucosa sanguínea en los perío- 
dos entre comidas. El déficit de aminoácidos padecido 
por el músculo se compensa después de la comida 
siguiente con los aminoácidos de la dieta. 


Lípidos Los ácidos grasos de los lípidos que entran en 
los hepatocitos también tienen distintos destinos meta- 
bólicos (Fig. 23-16). () Algunos se convierten en lípi- 
dos hepáticos. (Y En la mayoría de las circunstancias, 
los ácidos grasos constituyen el principal combustible 
oxidado por el hígado. Los ácidos grasos libres pueden 
activase y oxidarse para dar acetil-CoA y NADH. @ El 
acetil-CoA se oxida ulteriormente a través del ciclo del 
ácido cítrico y @ las oxidaciones del ciclo impulsan la 
síntesis de ATP por fosforilación oxidativa. 6) El exceso 
de acetil-CoA no utilizado por el hígado se convierte en, 
acetoacetato y B-hidroxibutirato; estos cuerpos cetóni- 
cos circulan por la sangre hasta otros tejidos, que los 
utilizan como combustibles en el ciclo del ácido cítrico. 
Los cuerpos cetónicos, a diferencia de los ácidos grasos, 
pueden atravesar la barrera hemato-encefálica propor- 
cionando al cerebro una fuente de acetil-CoA que pro- 
porciona energía por oxidación. Los cuerpos cetónicos 
pueden suministrar una parte significativa de la energía 
en algunos tejidos extrahepáticos, hasta una tercera 
parte en el corazón, y hasta el 60 o 70% en el cerebro 
durante el ayuno prolongado. @ Parte del acetil-CoA 
procedente de los ácidos grasos (y de la glucosa) se 
utiliza en la biosíntesis del colesterol, necesario para la 
síntesis de las membranas. El colesterol es bién el 
precursor de todas las hormonas oral 

sales biliares, que son esenciales para la 

absorción de los lípidos. 

Los dos destinos metabólicos restantes de los lípi- 
dos precisan mecanismos especializados para el trans- 
porte de lípidos insolubles en la sangre. @ Los ácidos 
grasos se transforman en los fosfolípidos y los TAG de 
las lipoproteínas plasmáticas, que transportan lípidos 
hasta el tejido adiposo para su almacenamiento. GQ) 
Algunos ácidos grasos libres se unen a la seroalbúmina 
y se transportan al corazón y a los músculos esqueléti- 
cos, que absorben y oxidan los ácidos grasos libres 
como combustible principal. La seroalbúmina es la pro- 
teína plasmática más abundante; una molécula de sero- 
albúmina puede transportar hasta 10 moléculas de áci- 
dos grasos libres. 

Así pues, el hígado actúa como centro de distribu- 
ción del organismo, exportando nutrientes en las canti- 
dades necesarias a otros órganos, amortiguando las 
fluctuaciones metabólicas provocadas por la ingestión 
intermitente de comida y transformando el exceso de 
grupos amino en urea y otros productos que serán eli- 
minados por los riñones. Ciertos nutrientes, entre ellos 
los iones Fe y la vitamina A, se almacenan en el hígado. 
El hígado también destoxifica compuestos orgánicos 
extraños, tales como fármacos, aditivos presentes en 
alimentos, conservantes y otros agentes potencialmente 
peligrosos y sin valor alimenticio. El proceso de destoxi- 
ficación implica normalmente una hidroxilación, depen- 
diente del citocromo P-450, de compuestos orgánicos 
relativamente insolubles para aumentar su solubilidad y 
facilitar así su ulterior degradación y excreción (véase 
el Recuadro 21-1). 
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FIGURA 23-16 Metabolismo de los ácidos grasos en el higado. 


El tejido adiposo almacena y suministra ácidos grasos 


Hay dos tipos distintos de tejido adiposo, el blanco y el 
rrón (Fig. 23-17), con funciones diferentes. Descri- 
imero el más abundante de los dos. El tejido 

(WAT) es amorfo y se halla amplia- 
ente distribuido en el cuerpo: bajo la piel, alrededor 
de los vasos sanguíneos profundos y en la cavidad abdo- 
minal. Los adipocitos del WAT son células grandes y 
esféricas (diámetro de 30 a 70 ym), que contienen una 
única gotícula lipídica grande que constituye un 65% de 
la masa celular y confina las mitocondrias y el núcleo en 
una fina capa limitada por la membrana plasmática (Fig. 
23-17a, c). La gotícula lipídica contiene TAGy ésteres 
de esterol y está recubierta con una monocapa de fosfo- 
lípidos, orientados con sus grupos de cabeza encarados 
al citosol. Proteínas específicas, incluídas la perilipina y 
los enzimas para la síntesis y degradación de TAG, están 
asociadas con la superficie de las gotículas (véase la Fig. 
17-3). El WAT suele representar un 15% de la masa de 
un hombre adulto joven. Los adipocitos son metabólica- 
mente activos y responden rápidamente a estímulos 
hormonales en coordinación metabólica con el hígado, 
músculo esquelético y corazón. 

Lo mismo que otros tipos celulares, los adipocitos 
tienen un metabolismo glucolítico activo, utilizan el ciclo 
del ácido cítrico para oxidar el piruvato y los ácidos gra- 
sos y realizan la fosforilación oxidativa mitocondrial. En 
períodos de ingestión de glúcidos elevada, el tejido adipo- 
so puede convertir la glucosa (a través de la formación de 
piruvato y acetil-CoA) en ácidos grasos, convertir los 
ácidos grasos en TAG y almacenarlos como grandes gotí- 
culas de grasa, aunque en los humanos la mayor parte de 
la síntesis de ácidos grasos tiene lugar en los hepatocitos. 
Los adipocitos almacenan TAG, que proceden del hígado 
(transportados en la sangre en forma de VLDL) y del 
tracto intestinal (transportados en los quilomicrones), 
especialmente después de comidas ricas en grasas. 
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FIGURA 23-17 Adipocitos de los tejidos adiposo blanco y marrón. 
Esquema de adipocitos típicos de ratón de (a) tejido adiposo blanco 
(WAT) y (b) tejido adiposo marrón (BAT). Los adipocitos blancos san 
mayores y contienen una única gotícula de gran tamaño, que comprime 
tas mitocondrias y el núcleo contra la membrana plasmática. En tos adi- 
pocitos marrones, las mitocondrias son mucho más abundantes, el 
núcleo se encuentra cerca del centro de la célula y se observan múltiples 
microgotas de grasa. Abajo se muestran micrografías ópticas de adipoci- 
tos de WAT (c) teñidas para mostrar los núcleos, y (d) una región con 
una mezcla de adipocitos blancos y marrones teñidos con un anticuerpo 
específico para UCP1. [Fuente: (c, d) Cortesía del Dr-Ratrick Seale 


Cuando aumenta la demanda de c olg, ( 
comidas, por ejemplo), los TAG almacenados en el teji- 
do adiposo son hidrolizados por lipasas para liberar los 
ácidos grasos, que pueden ser entonces transferidos, a 
través del torrente circulatorio, al músculo esquelético 
y al corazón. La liberación de ácidos grasos por los adi- 
pocitos se acelera en gran medida por acción de ia adre- 
nalina, que estimula la fosforilación dependiente de 
CAMP de la perilipina, lo que permite el acceso de las 
lipasas específicas de tri-, di- y monoacilgliceroles a los 
TAG de la gotícula de lípido (véase la Fig. 17-3). La 
lipasa sensible a hormonas también se estimula por fos- 
forilación, pero no es ésta la causa principal del aumen- 
to de la lipólisis. La insulina contrarresta este efecto de 
la adrenalina disminuyendo la actividad de la lipasa. 

La degradación y síntesis de TAG en el tejido adi- 
poso constituye un ciclo de sustrato; hasta el 70% de 
los ácidos grasos liberados por las tres lipasas se rees- 
terifican en los adipositos, volviendo a formar TAG. 
Recuérdese del Capítulo 15 que estos ciclos de sustrato 
permiten una regulación fina de la velocidad y direc- 
ción del flujo de intermediarios a través de una ruta 
bidireccional. En el tejido adiposo, el glicerol liberado 
por las lipasas de los adipocitos no se puede reutilizar 
en la síntesis de TAG, porque los adipocitos no poseen 
el enzima glicerol quinasa. En cambio, el glicerol fosfa- 
to que se necesita para la síntesis de TAG se forma a 
partir del piruvato por gliceroneogénesis, en la que 
interviene el enzima citosólico PEP carboxiquinasa 
(véase la Fig. 21-22). 

Además de su función principal como depósito 
energético, el tejido adiposo juega un papel importante 


AT 
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como órgano endocrino, produciendo y liberando hor- 
monas, que indican el estado de las reservas energéticas 
y coordinan el metabolismo de las grasas y de los glúci- 
dos en todo el organismo. Volveremos sobre esta fun- 
ción en la Sección 23.4 cuando discutamos la regulación 
hormonal de la masa corporal. 


Los tejidos adiposos marrón y beige son termogénicos 


En los vertebrados de pequeño tamaño y en los anima- 
les que hibernan, una parte importante del tejido adipo- 
so es tejido adiposo marrón (BAT), que se distingue 
del WAT por el menor tamaño (diámetro entre 20 y 40 
pm) y la diferente forma (poligonal, no redonda) de los 
adipocitos (Fig. 23-17b, d). Al igual que los adipocitos 
blancos, los adipocitos marrones almacenan TAG, pero 
en varias gotas lipídicas más pequeñas por célula, en 
lugar de en una sola gota central. Las células del BAT 
tienen más mitocondrias y una mayor vascularización e 
inervación que las células del WAT, y son los citocromos 
de las mitocondrias y la hemoglobina de los capilares 
que confieren al BAT su característico color marrón. 
Una característica única de los adipocitos marrones es 
su producción proteína desacopladora 1 (UCP1) 
también denominada termogenina, (véase la Fig. 19-36). 
Esta proteína es responsable de una de las principales 
funciones del BAT: la termogénesis. 

En los adipocitos marrones, los ácidos grasos alma- 
cenados en gotas de lípido se liberan, entran en las 
mitocondrias y se convierten por completo en CO, por 
la vía de la ĝ oxidación y el ciclo del ácido cítrico. El 

el NADH reducidos obtenidos de este modo 
en sus electrones al oxígeno molecular a través 
de la cadena respiratoria. En el WAT, los protones bom- 
beados fuera de la mitocondria durante la transferencia 
de electrones vuelven a entrar en la matriz a través de 
la ATP sintasa, y la energía de la transferencia de elec- 
trones se aprovecha para la síntesis de ATP. En el BAT, 
la UCP1 suministra una vía alternativa para la reentrada 
de los protones en la matriz que evita la ATP sintasa; la 
energía del gradiente de protones se disipa, pues, como 
calor, que mantiene al organismo (especialmente el sis- 
tema nervioso y las vísceras ) a temperatura óptima 
cuando la temperatura ambiente es relativamente baja. 

En el feto humano, la diferenciación de los fibro- 
blastos preadipocitos en BAT empieza en la vigésima 
semana de gestación, y en el momento del nacimieno el 
BAT representa el 1% de la masa corporal total. Los 
depósitos de grasa marrón están localizados donde el 
calor generado por termogénesis puede garantizar que 
los tejidos vitales, los vasos sanguíneos de la cabeza, 
los vasos abdominales principales y las vísceras, inclui- 
dos el páncreas, las glándulas suprarrenales y los riño- 
nes, no se enfríen en exceso cuando el recién nacido 
entra en un mundo con menor temperatura ambiente 
(Fig. 23-18). 

En el nacimiento empieza a desarrollarse el WAT 
mientras que el BAT empieza a desaparecer. En la edad 
adulta joven los humanos tienen unos depósitos de BAT 
muy disminuidos, desde un 3% de todo el tejido adiposo 
en los machos hasta el 7% en las hembras, lo que cons- 
tituye menos del 0,1% de la masa corporal. No obstante, 
los adultos tienen, distribuidos entre sus células de 
WAT, una cantidad significativa de adipocitos que pue- 
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den convertirse, por exposición al frío o por estimula- 
ción 4-adrenérgica, en células muy parecidas a los adi- 
pocitos marrones. Estos adipocitos beige tienen múl- 
tiples gotículas de lípido, mayor número de mitocon- 
drias que los adipocitos blancos y producen UCP1, por 
lo que pueden actuar de manera efectiva como genera- 
dores de calor. Los adipocitos marrones y beige produ- 
cen calor al oxidar sus propios ácidos grasos pero tam- 
bién captan y oxidan tanto ácidos grasos como glucosa 
de la sangre a velocidades que no están en proporción a 
su masa. De hecho, la detección de BAT mediante PET 
de barrido depende de la velocidad relativamente alta 
de captación y metabolismo de la glucosa por parte de 
los adipocitos (Fig. 23-18b). Las personas con feocro- 
mocitoma (tumores de la cápsula suprarrenal) produ- 
cen adrenalina y noradrenalina en exceso y uno de los 


efectos es que estas hormonas estimulan el desarrollo 
del tejido adiposo beige, localizado aproximadamente 
como en los recién nacidos. En la adaptación a ambien- 
tes fríos y templados y en la diferenciación normal de 
WAT y BAT y tejido adiposo beige juega un papel central 
el factor de transcripción nuclear PPARy (descrito más 
adelante en este capítulo). Y tal como se ha mencionado 
anteriormente la hormona peptídica irisina, producida 
en el músculo debido al ejercicio, desencadena el desa- 
rrollo de tejido adiposo beige que continúa quemando 
combustible durante un largo período después del final 
del ejercicio. 


Los músculos utilizan ATP para realizar trabajo mecánico 


El metabolismo de las células del músculo esquelético, 
los miocitos, está especializado en generar ATP como 


Después de exposición al frío 


FIGURA 23-18 Tejido adiposo marrón en recién nacidos y adultos. 
(a) Los recién nacidos humanos tienen grasa marrón distribuica tal 
como se muestra para proteger la médula espina!, los vasos sanguíneos 
principales y los órganos internos, (b) Escanes de tomografía de emisión 
de positrones (PET) pueden mostrar actividad metabólica en una per- 
sona viva en tiempo real, Los escanes de PET permiten la visualización 
de glucosa marcada isotópicamente en regiones del cuerpo localizadas 
con precisión. Un análogo de la glucosa emisor de positrones, el 
2-[F]-fluoro-2-desoxi-o-glucosa (FDG), se inyecta en el torrente san- 
guineo; poco después un escán de PETmuestra cuanta glucosa ha sido 
captada por las diferentes partes del cuerpo lo que es una medida de la 
actividad metabólica. A la ¡izquierda se muestra un escán de un hombre 
sano de 25 años que había ayunado durante 12 horas, a continuación 
estuvo una hora en una habitación fría (19°C), con sus piernas en hielo 


Control! a temperatura ambiente 


para que se enfriase en su totalidad. Al acabar la hora se le inyectó 
["F]-FDG y, a continuación, permaneció en condiciones de frio durante 
otra hora. Se realizaron entonces escanes de PET del cuerpo entero a 
24°C, Para el escán de control el mismo hombre se sometió al mismo 
protocolo de escán de PET dos semanas después, pero esta vez después 
de 2 horas a 27°C en lugar del enfriamiento (derecha). El intenso mar- 
cado del cerebro y el corazón muestra niveles elevados de captación de 
glucosa; el marcado de los riñones y de la vejiga indica eliminación de 
FDG. En el escán después del enfriamiento (derecha), el [$F]-FDG 
marca el BAT en la región por encima de la clavícula y a lo largo de las 
vértebras. [Fuentes: (a) Adam Steinberg. (b) Reproducido con permiso 
de American Diabetes Association, a partir de M. Saito et al., Diabetes 
58:1526, 2009, Fig. 1; permiso tramitado a través de Copyright Clea- 
rance Center, Inc.) 


fuente inmediata de energía para la contracción. Ade- 
más, el músculo esquelético está adaptado para realizar 
trabajo mecánico de forma intermitente, según la 
demanda. À veces, el músculo esquelético debe trabajar 
a su máxima capacidad durante un tiempo corto, como 
en una carrera de 100 m; otras veces se requiere un 
esfuerzo más prolongado, como en una maratón o 
durante un trabajo físico prolongado. 

Existen dos clases generales de tejido muscular, 
que difieren en su función fisiológica y en la utilización 
de combustibles. El músculo de contracción lenta, 
también denominado músculo rojo, proporciona una 
tensión relativamente baja pero es muy resistente a la 
fatiga. Produce ATP por el proceso relativamente lento, 
pero constante, de la fosforilación oxidativa. El músculo 
rojo es muy rico en mitocondrias y está irrigado por una 
densa red de vasos sanguíneos que aportan el oxígeno 
necesario para la producción de ATP. El músculo de 
contracción rápida, o músculo blanco, tiene menos 
mitocondrias que el músculo rojo y tiene un menor 
aporte de vasos sanguíneos, pero puede desarrollar una 
tensión mayor y más rápidamente. El músculo blanco se 
fatiga más pronto porque cuando es activo utiliza el ATP 
a un ritmo por encima de su capacidad de reemplazarlo. 
Existe un componente genético en la proporción de 
músculo rojo y músculo blanco en cada individuo, pero 
con el entrenamiento puede mejorarse la resistencia del 
músculo de contracción rápida. 

Los músculos esqueléticos pueden utilizar ácidos 
grasos libres, cuerpos cetónicos o glucosa como fuente 
de energía, según el grado de a 
(Fig. 23-19). En el músculo en re 
bles principales son los ácidos grasos libres proceden- 
tes del tejido adiposo y los cuerpos cetónicos proce- 
dentes del hígado. Estos compuestos se oxidan y se 
degradan para dar acetil-CoA, que entra en el ciclo del 
ácido cítrico dando finalmente la energía para la sínte- 
sis de ATP por fosforilación oxidativa. Los músculos 
moderadamente activos utilizan glucosa sanguínea, 
además de ácidos grasos y cuerpos cetónicos. La gluco- 
sa se fosforila y, a continuación, se degrada en la glucó- 
lisis hasta piruvato, que se convierte en acetil-CoA y se 


Lactato (producido anaeróbicamente) 


] CO, (de ta oxidación aeróbica) 


ADP + P; ATP 


Contracción 
muscular 


FIGURA 23-19 Fuentes de energia para ta contracción muscular. Se 
utilizan diferentes combustibles para la síntesis de ATP durante la activi- 
dad intensa y durante la actividad ligera o el reposo. El ATP se puede 
obtener rápidamente a partir de la fosftocreatina. 
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oxida por la vía del ciclo del ácido cítrico y la fosforila- 
ción oxidativa. 

En los músculos de contracción rápida con activi- 
dad máxima, la demanda de ATP es tan grande que el 
flujo sanguíneo no puede suministrar O, y combustibles 
a suficiente velocidad para cubrir las necesidades de 
ATP solamente a través de la respiración aeróbica. En 
estas circunstancias, el glucógeno almacenado en el 
músculo se degrada hasta lactato por fermentación. 
Cada unidad de glucosa degradada proporciona tres 
ATP, porque la fosforólisis del glucógeno produce gluco- 
sa 6-fosfato (vía glucosa 1-fosfato), y ahorra el ATP que 
es consumido normalmente en la reacción de la hexo- 
quinasa. La fermentación a ácido láctico responde así a 
un aumento en las necesidades de ATP, suplementando 
la producción basal de ATP procedente de la oxidación 
aeróbica de otros combustibles por la vía del ciclo del 
ácido cítrico y la cadena respiratoria. La utilización de la 
glucosa sanguínea y del glucógeno muscular como com- 
bustibles para la actividad muscular aumenta de forma 
importante con la secreción de adrenalina, que estimula 
tanto la liberación de glucosa a partir del glucógeno 
hepático como la degradación del glucógeno en el tejido 
muscular. (La adrenalina desencadena la respuesta la- 
mada luchar o volar, que se discute con mayor detalle 
más adelante) 

Las cantidades relativamente pequeñas de glucóge- 
no (alrededor de un 1% del peso total del musculo 
esquelético) limitan la energía que se puede obtener por 
la vía glucolítica durante el ejercicio máximo. Además, la 
ción de lactato y la consiguiente disminución de 
iene lugar en los músculos activos al límite redu- 
cen su eficacia, El músculo esquelético contiene, sin 
embargo, otra fuente de ATP, en forma de fosfocreatina 
(10-30 mm), que puede regenerar rápidamente ATP a 
partir de ADP por la reacción de la creatina quinasa: 


T 
2 pipa 
N—H durante NH2 
LU la actividad l å 
| durante | 
H¿C—N la recuperación H¿C—N 
| 
çH CH, 
coo” coo- 
Fosfocreatina Creatina 


Durante períodos de contracción activa y glucólisis, esta 
reacción transcurre predominantemente en la dirección 
de síntesis de ATP; durante la recuperación del ejercicio 
físico excesivo el mismo enzima resintetiza fosfocreati- 
na a partir de creatina y ATP. Dados los niveles relativa- 
mente elevados de ATP y de fosfocreatina en el múscu- 
lo, estos componentes pueden detectarse en tiempo 
real por espectroscopia de RMN (Fig. 23-20). La crea- 
tina actúa como lanzadera de equivalentes de ATP 
desde la mitocondria a sitios de consumo de ATP y 
puede constituir el factor limitante en el desarrollo de 
nuevo tejido muscular (Recuadro 23-2). 

Después de un período de actividad muscular inten- 
sa, el individuo continúa respirando profundamente 
durante algún tiempo, utilizando gran parte del O, extra 
para la fosforilación oxidativa en el hígado. El ATP pro- 
ducido se utiliza para la gluconeogénesis (en el hígado) 
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RECUADRO 23-2 


de los culturistas 


En los tejidos animales con una necesidad fluctuante 
de ATP, principalmente el músculo esquelético, el mús- 
culo cardíaco y el cerebro contienen diversos isozimas 
de la creatina quinasa (cCK). En las regiones de eleva- 
da utilización de ATP (por ejemplo miofibrillas y retí- 
culo sarcoplasmático) se encuentra un isozima citosó- 
lico. Al convertir el ADP producido durante períodos 
de uso elevado de ATP de nuevo en ATP la cCK impide 
la acumulación de ADP en concentraciones que inhibi- 
rían los enzimas productores de ATP debido a la acción 
de masas. Otro isozima de la creatina quinasa está 
localizado en regiones en donde están en contacto las 
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Creatina y creatina quinasa: Valiosas ayudas para el diagnóstico y amigas 


una capacidad reducida para correr lo que indica un 
defecto en algún aspecto del metabolismo energético. 

La ereatina y la fosfocreatina se degradan espon- 
táneamente dando creatinina (Fig. 2). Para mantener 
unos niveles elevados de creatina se han de compen- 
sar estas pérdidas ya sea mediante creatina de la 
dieta, obtenida principalmente de carnes (músculo) y 
productos lácteos o bien por la síntesis de novo de 
creatina a partir de glicina, arginina y metionina (Fig. 
22-28), que tiene lugar sobre todo en el hígado y en 
el riñón. La síntesis de novo de la creatina es un con- 
sumidor principal de estos aminoácidos, especial- 


membranas interna y externa de la mitocondria. Este 
isozima mitocondrial (mCK) sirve probablemente para 


| lanzar equivalentes de ATP producidos en la mitocon- | -—* 
| dria a los sitios citosólicos de utilización de ATP (Fig. a 
1). La especie que difunde desde la mitocondria a las de ATP citosólico 
actividades que consumen ATP en el citosol es, por 
tanto, la creatina fosfato, no el ATP. El isozima mCK se i 
localiza junto al transportador de nucleótido de adeni- ; 
na (en la membrana mitocondrial interna) y la porina i 
(en la membrana mitocondrial externa) lo que sugiere ) 
que estos tres componentes pueden funcionar conjun- 
~ tamente para transportar el ATP formado en la mito- Agres 
| condria hasta el citosol. [ATPVTADP] 
En ratones que carecen del isozima mi 
los miocitos compensan esta carencia p 
más mitocondrias estrechamente asociadas a las miofi- ; 
brillas y al retículo sarcoplasmático, lo que permite una i 
difusión rápida del ATP mitocondrial a estos sitios de | 
utilización de ATP. No obstante, estos ratones tienen 
Producción 
FIGURA 1 La creatina quinasa mitocondrial (mCK) transfiere un ' epli 
grupo fosforilo desde el ATP a la creatina (Cr) formando creatina fos- A ] 
fato (PCr) que difunde a sitios de utilización de ATP: en estos sitios la 
creatina quinasa citosólica (cCK) pasa el grupo fostorilo al ATP. La CK 
citosólica también puede utilizar ATP producido en la giucólisis para 
sintetizar PCr. Durante los periodos de poca demanda de ATP los fon- aai 
dos de ATP y PCr vuelven a rellenarse como preparación al siguiente Mitocondria de ATP por 
período de demanda intensa de ATP. En el músculo en reposo, la con- ria 


centración de PCr es de 3 a 5 veces la de ÁTP, can lo que se tampona 
a la célula contra una eliminación rápida de ATP durante períodos 
intensos pero cortos de demanda de ATP. (Fuente: Información de U. 
Schlattner et <l., Biochim. Biophys. Acta 1762:164, 2006, Fig. 1.] 


t 
i 


FIGURA 23-20 La fosfocreatina tampona la concentración de ATP 
durante el ejercicio. “Representación apilada” de espectros de resonancia 
magnética nuclear (de *P) que muestran el fosfato inorgánico (P), la fosfo- 
creatina (PCr) y el ATP (cada uno de los tres fosfatos da una señal). Esta 
serie de gráficas representa el paso del tiernmpo entre un período de des- 
canso a uno de ejercicio, seguido de recuperación. Observe que la señal del 
ATP apenas cambia durante el ejercicio, que se mantiene elevada por la res- 
piración continuada y por la reserva de fosfocreatina, que disminuye durante 
el ejercicio. Durante la recuperación, la producción de ATP por el catabo- 
lismo es mayor que el gasto de ATP por el músculo (ahora en reposo) 
mientras que se recupera la reserva de fosfocreatina. [Fuente: Datos de M. 
L. Blei, K. E. Conley y M. J. Kushmmerick, } Physiol. 465:203, 1993, Fig. 4.] 


Recuperación 


Intensidad de la señal 
(concentración del compuesto) 
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Reposo 


Desplazamiento químico (partes por millón) 
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mente en los vegetarianos para los que es la única 
fuente de creatina; los vegetales no contienen creati- 
na. El tejido muscular tiene un sistema específico 
para la captación de creatina (exportada por el híga- 
do o el riñón) y transportada por la sangre hacia el 
interior de las células, contra un gradiente de concen- 
tración importante. La captación eficiente de creatina 
de la dieta requiere ejercicio continuo; sin ejercicio, 
los suplementos de creatina carecen de valor. 
El músculo cardíaco contiene un isozima único 
de la creatina quinasa (el isozima MB) que no 
se encuentra normalmente en la sangre pero que apa- 
rece allí cuando se libera del músculo cardíaco a con- 
secuencia de un ataque al corazón. El nivel sanguíneo 
de MB empieza a aumentar dentro de las 2 horas del 
ataque al corazón, alcanza un máximo típicamente 
entre las 12 y 36 horas del ataque y vuelve a sus nive- 
les normales al cabo de 3 a 5 días. La cuantificación 
del isozima MB en sangre confirma, por tanto, el diag- 
nóstico de un ataque al corazón e indica, aproximada- 
mente, el momento en que ocurrió. 
Los niños con errores congénitos en los enzimas 
de la síntesis o captación de creatina sufren incapa- 
cidad intelectual y convulsiones. Tienen unos niveles 


coo- 
CH) 
| O creatina Quináasa | 
Y à Y ds 
Hac”  NH=P—0” HC” NH 
H2N* g H-N* 
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FIGURA 2 La formación espontánea (no enzimática} de creatinina 
a partir de fosfocreatina o creatina consume un pequeño porcentaje 
de la creatina corporal total diaria que se ha de reemplazar por bio- 
sintesis o aporte nutricional. 


a partir de lactato, que es transportado por la sangre 
desde los músculos. La glucosa así formada vuelve a los 
músculos para restablecer sus reservas de glucógeno, 
completando así el ciclo de Cori (Fig. 23-21; véase 
también el Recuadro 15-4). 

Durante la contracción activa del músculo esquelé- 
tico se genera calor a consecuencia del acoplamiento 
imperfecto de la energía química del ATP con el trabajo 
mecánico de la contracción. Esta producción de calor es 
aproyechada cuando la temperatura ambiente es baja: 
el músculo esquelético activa la tiritera termógena, 
contracciones musculares rápidas, que producen calor 
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muy reducidos de creatina en el cerebro según medi- 
ciones con RMN (véase la Fig. 23-20). Los suplemen- 
tos de creatina elevan sus concentraciones cerebra- 
les de creatina y creatina fosfato y resultan en una 
mejora parcial de los síntomas. 

En el riñón sano, la creatmina procedente de la 
degradación de la creatina se efimina eficientemente 
desde la sangre a la orina. Cuando la función renal es 
defectuosa, los niveles de creatinina en sangre se 
elevan por encima del nivel normal entre 0,8 y 1,4 
mg/dL. Una cretinina sanguínea elevada está asocia- 
da con fallo renal en la diabetes y otras enfermeda- 
des en las que la función renal está temporal o per- 
manentemente afectada. La eliminación renal de la 
creatinina varía ligeramante con la edad, raza y 
género por lo que la corrección de los cálculos en 
función de estos factores proporciona una medida 
más sensible de la gravedad de la función renal, la 
tasa de filtración glomerular (GFR). = 

Los culturistas que añaden masa muscular tie- 
nen una mayor necesidad de creatina por lo que, 
frecuentemente, ingieren suplementos de hasta 20 g 
de creatina al día durante unos días, seguido de unas 
dosis de mantenimiento. La combinación de ejercicio 
y suplemento de creatina aumenta la masa muscular 

i mejora las actuaciones de intensidad eleva- 
jo de corta duración. 


FIGURA 3 Muchos culturistas toman a menudo suplementos de 
creatina para suministrar creatina fosfato al nuevo tejido muscular. 
[ Fuente: Steve WilhAMA Photo/Getty Images.] 


pero poco movimiento y ayudan a mantener el cuerpo a 
su temperatura preferida de 37°C. 
3 | El músculo cardíaco difiere del músculo esquelé- 
tico por mantener una actividad continua, con un 
ritmo regular de contracción y relajación con un meta- 
bolismo completamente aeróbico en todo momento. Las 
mitocondrias son mucho más abundantes en el músculo 
cardíaco que en el músculo esquelético, llegando a 
representar casi la mitad del volumen de la célula 
(Fig. 23-22). El corazón utiliza como fuente de energía 
principalmente ácidos grasos libres, pero también algo 
de glucosa y cuerpos cetónicos, captados de la sangre; 
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Músculo: ATP producido por la a 
- glucólisis para la contracción rápida. ———— 
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FIGURA 23-21 Cooperación metabólica entre el músculo esquelético 
y el higado: ciclo de Cori. Los músculos muy activos utilizan glucógeno 
como fuente de energía, produciendo lactato por la via glucolítica. 
Durante la recuperación, parte de este lactato se transporta hasta el 
higado y se convierte en glucosa por gluconeogénesis Esta glucosa se 
vierte a la sangre y vuelve al músculo para restablecer las reservas de 
glucógeno. La ruta global (glucosa —— lactato ——— glucosa) consti- 
tuye el cicio de Cori. 


estos combustibles se oxidan aeróbicamente para gene- 
rar ATP. Al igual que el músculo esquelético, f 
cardíaco no almacena lípidos ni glucógeno 
cantidades. Tiene pequeñas cantidades de energía de 
reserva, suficientes para unos pocos segundos de con- 
tracción, en forma de fosfocreatina. Puesto que el cora- 
zón es normalmente aeróbico y obtiene su energía de la 
fosforilación oxidativa, la falta de O, en una parte del 
músculo cardíaco cuando los vasos sanguíneos se blo- 


Mitocondrias Aparato contráctil 


i de actina-miosina 


FIGURA 23-22 Micrografía electrónica del músculo cardiaco. E! piru- 
vato (procedente de la glucosa), los ácidos grasos y los cuerpos cetóni- 
cos se oxidan en las abundantes mitocondrias del tejido cardiaco para 
impulsar la síntesis de ATP. Este metabolismo aeróbico constante per- 
mite al corazón humano bombear sangre a un ritmo de cerca de 6 L/ 
min, equivalente a unos 350 L/h lo que significa 200 x 10€ L de sangre 
en 70 años. [Fuente: D. W. Fawcett/Science Source. ] 


quean por depósitos lipídicos (aterosclerosis) o por 
coágulos sanguíneos (trombosis coronaria), puede pro- 
vocar la muerte de esta zona del músculo. Este proceso 
se conoce como infarto de miocardio o, más comúnmen- 
te, como ataque cardíaco. Ml 


El cerebro consume energía para la transmisión de los 
impulsos eléctricos 


El metabolismo del cerebro es notable en varios aspec- 
tos. Las neuronas del cerebro de los mamíferos adultos 
normalmente sólo utilizan glucosa como combustible 
(Fig. 23-23). (Los astrocitos, el otro tipo de célula 
principal del cerebro, pueden oxidar ácidos grasos). El 
cerebro, que constituye alrededor del 2% de la masa 
corporal total, tiene un metabolismo respiratorio muy 
activo (Fig. 23-18); más del 90% del ATP producido en 
las neuronas proviene de la fosforilación oxidativa. El 
cerebro consume Q0, a un ritmo bastante constante, que 
representa casi el 20% del total del O, consumido por el 
organismo en reposo. Puesto que el cerebro contiene 
muy poco glucógeno, depende de forma permanente de 
la glucosa que llega por la sangre. Si la glucosa en san- 
gre disminuye significativamente por debajo de un nivel 
crítico, incluso durante un período de tiempo corto, 
pueden producirse graves alteraciones, a veces irrever- 
sibles, en la función cerebral. 

Aunque las neuronas del cerebro no pueden utili- 
zar directamente los ácidos grasos libres o los lípidos 
de la sangre como combustibles, pueden, si es necesa- 

, obtener hasta el 60% de sus necesidades energéti- 

E Oración del 2-hidroxibutirato (un cuerpo 
etónico) formado en el hígado a partir de los ácidos 
grasos. La capacidad del cerebro para oxidar el ¿-hi- 
droxibutirato por la vía del acetil-CoA adquiere impor- 
tancia durante los períodos de ayuno prolongado o 
inanición, después de haberse agotado el glucógeno 
hepático, puesto que ello permite al cerebro utilizar la 
grasa del organismo como fuente de energía. Se preser- 
van, así, las proteínas musculares hasta que se convier- 
ten en el último recurso del cerebro para obtener glu- 


inanición 


CO, de la 
oxidación 
aeróbica 


ADP + P; ATP 


Transporte electrogénico 
por la Na*K* ATPasa 


FIGURA 23-23 Los combustibles que suministran ATP al cerebro Las 
fuentes de energía para e! cerebro varían según el estado nutricional. El 
cuerpo cetónico utilizado por el cerebro durante la inanición es el -hi- 
droxibutirato. El transporte electrogénico por la Na*K* ATPasa mantiene 
el potencial transmembrana, esencial para la transferencia de informa- 
ción entre las neuronas. 


() 


cosa, a través de la gluconeogénésis en el hígado, 
durante la inanición severa. 

En las neuronas se necesita energía para crear y 
mantener un potencial eléctrico a través de la membra- 
na plasmática. La membrana contiene un cotransporta- 
dor electrogénico antiparalelo dependiente de ATP, la 
Na*K* ATPasa, que bombea simultáneamente 2 iones K* 
hacia dentro y 3 iones Na* hacia fuera de la neurona 
(véase la Fig. 11-36). El potencial transmembrana 
resultante cambia transitoriamente a medida que una 
señal eléctrica, potencial de acción, se transmite de un 
extremo a otro de la neurona (véase la Fig. 12-29). Los 
potenciales de acción son el principal mecanismo de 
transferencia de información en el sistema nervioso de 
modo que la falta de ATP en las neuronas tiene efectos 
desastrosos sobre todas las actividades coordinadas por 
señalización neuronal. 


La sangre transporta oxigeno, metabolitos y hormonas 


La sangre actúa de mediador de las interacciones meta- 
bólicas entre los tejidos. Transporta nutrientes desde el 
intestino delgado al hígado y desde el hígado y el tejido 
adiposo a otros órganos; también transporta productos 
de desecho desde los tejidos extrahepáticos al hígado 
para su transformación y hasta los riñones para su 
excreción. El oxígeno se desplaza en la sangre desde los 
pulmones a los tejidos, y el CO, generado por la respira- 
ción tisular vuelve por la sangre a los pulmones para su 


monales de un tejido a otro. En su pa 
dor de señales, el sistema circulatorio à 
ma nervioso; ambos regulan e integran las actividade 
de diferentes órganos. 

Un ser humano adulto medio tiene entre 5 y 6 L de 
sangre. Casi la mitad de este volumen está ocupado por 
tres tipos de células sanguíneas (Fig. 23-24): eritroci- 
tos (glóbulos rojos), cargados de hemoglobina y especia- 
lizados en el transporte de O, y CO,; una cantidad mucho 
menor de leucocitos (glóbulos blancos) de diferentes 
tipos (entre ellos los linfocitos, que también se encuen- 
tran en el tejido linfático), esenciales para el sistema 
inmunitario que defiende al organismo contra las infeccio- 
nes; y plaquetas (fragmentos celulares), que participan 
en la coagulación sanguínea. La parte líquida es el plasma 
sanguíneo, que contiene un 90% de agua y un 10% de 
solutos. Disueltos o en suspensión en el plasma hay una 
gran cantidad de proteínas, lipoproteínas, nutrientes, 
metabolitos, productos de desecho, iones inorgánicos y 
hormonas. Más del 70% de los sólidos del plasma son 
proteínas plasmáticas, principalmente inmunoglobuli- 
nas (anticuerpos circulantes), seroalbúmina, apolipopro- 
teínas (para el transporte de lípidos), transferrina (para el 
transporte de hierro) y proteínas para la coagulación 
sanguínea tales como el fibrinógeno y la protrombina. 

Los iones y los solutos de baja masa molecular en el 
plasma sanguíneo no son componentes permanentes, 
sino que se hallan en flujo continuo entre la sangre y los 
diferentes tejidos. La incorporación de iones inorgáni- 
cos de la dieta, que son los electrolitos predominantes 
de la sangre y del citosol (Na+, K* y Ca?*), resulta gene- 
ralmente compensada por su excreción en la orina. 
Muchos componentes de la sangre están cerca de un 
estado estacionario dinámico; la concentración de un 


el 
ql 
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FIGURA 23-24 Composición de la sangre (en peso). La sangre com- 
pleta puede separarse por centrifugación en plasma sanguineo y células. 


ATION, un 10% del plasma sanguineo son solutos, de los que un 
les inorgánicas, un 20% moléculas orgánicas pequeñas y un 


70% proteínas plasmáticas. En la figura se muestran los principales com- 
ponentes disueltos. La sangre contiene otras muchas sustancias, a 
menudo en muy pequeñas cantidades, tales como metabolitos, enzimas, 
hormonas, vitaminas, oligoelementos y pigmentos biliares. La cuantifica- 
ción de las concentraciones de los componentes del plasma sanguíneo es 
importante para el diagnóstico y el tratamiento de muchas enfermedades. 


compuesto se modifica poco aunque haya un flujo con- 
tinuo desde el aparato digestivo, a través de la sangre y 
hacia la orina. Los niveles plasmáticos de Na*, K* y Ca” 
se mantienen alrededor de 140, 5 y 2,5 mm, respectiva- 
mente, con independencia de la ingesta. Cualquier des- 
viación importante de estos valores puede tener como 
consecuencia una enfermedad grave o la muerte. Los 
riñones tienen un papel especialmente importante en el 
mantenimiento del equilibrio iónico, actuando como un 
filtro selectivo de los productos de desecho y del exceso 
de iones de la sangre, mientras que los nutrientes y los 
iones esenciales son retenidos. 

El eritrocito humano pierde su núcleo y mitocon- 
drias durante la diferenciación. Depende solamente de 
la glucólisis para su suministro de ATP. El lactato produ- 
cido en la glucólisis vuelve al hígado, en donde se con- 
vierte en glucosa por la gluconeogénesis y se almacena 
en forma de glucógeno o recircula hacia los tejidos 
periféricos. El eritrocito tiene un acceso constante a la 
glucosa de la sangre. 

== La concentración de glucosa en el plasma tam- 
Y bién está sujeta a una regulación rígida. Ya 
hemos mencionado la dependencia constante del cere- 
bro respecto de la glucosa y el papel del hígado en el 
mantenimiento de la glucosa en sangre dentro de su 
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sanguínea 
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80 | Intervalo 


normal 


Ligeros sintomas neurológicos; hambre 
Liberación de glucagón, adrenalina, cortisol 
Sudoración, temblores 


Letargia 
Convulsiones, coma 


Lesión cerebral permanente (si se prolonga) 
Muerte 


FIGURA 23-25 Efectos fisiológicos de una concentración baja de glu- 
cosa sanguínea en humanos. Unos niveles de glucosa en sangre de 40 
mg/100 mL o inferiores constituyen una hipoglucemia grave. 


intervalo normal entre 60 y 90 mg/100 mL en la sangre 
entera (-4,5 mM). (Puesto que los eritrocitos represen- 
tan una fracción significativa del volumen sanguíneo, su 
eliminación por centrifugación permite obtener un 
sobrenadante fluido, el plasma, que contiene aii 
sanguínea” en un volumen más pequeño. Pafá c 
la concentración de la glucosa en sangre 
plasmática hay que multiplicar el nivel de glucosa er 
sangre por 1,14). Cuando la glucosa en sangre de un ser 
humano cae hasta 40 mg/100 mL (estado hipoglucémi- 
co) se experimenta malestar y confusión mental 
(Fig. 23-25); ulteriores disminuciones conducen al 
coma, convulsiones y, en una hipoglucemia extrema, a la 
muerte. El mantenimiento de la concentración normal de 
glucosa en la sangre es, pues, una prioridad muy alta para 
el organismo por lo que diversos mecanismos han evolu- 
cionado con esta finalidad. Entre los reguladores más 
importantes de la glucosa en sangre se hallan las hormo- 
nas insulina, glucagón y adrenalina, que se examinan en la 
sección siguiente. * 


RESUMEN 23.2 Metabolismo específico de los tejidos: 
división del trabajo 


E En los mamíferos hay una división del trabajo meta- 
bólico entre tejidos y órganos especializados. El hígado 
es el órgano que centraliza la transformación y la distri- 
bución de los nutrientes. Los azúcares y aminoácidos 
producidos en la digestión atraviesan el epitelio intesti- 
nal y entran en la sangre, que los transporta hasta el 
hígado. Algunos triacilgliceroles procedentes de lípidos 
de la dieta también alcanzan el hígado, donde sus ácidos 
grasos constituyentes se utilizan en toda una serie de 
procesos. 

E La glucosa 6-fosfato es el intermediario clave del 
metabolismo de los glúcidos. Puede polimerizarse para 
dar glucógeno, puede desfosforilarse a glucosa sanguí- 
nea o convertirse en ácidos grasos a través del ace- 
til-CoA, Puede ser oxidada por la glucólisis, el ciclo del 


ácido cítrico y la cadena respiratoria para proporcionar 
ATP o entrar en la vía de las pentosas fosfato para pro- 
porcionar pentosas y NADPH. 

MM Los aminoácidos se utilizan para sintetizar proteínas 
hepáticas y plasmáticas, o bien sus esqueletos carbona- 
dos pueden ser convertidos en glucosa y glucógeno a 
través de la gluconeogénesis; el amoníaco formado por 
desaminación se convierte en urea. 

E El hígado convierte los ácidos grasos en TAG, fosfo- 
lípidos o colesterol y sus ésteres para su transporte en 
forma de lipoproteínas plasmáticas hasta el tejido adi- 
poso donde se almacenan. Los ácidos grasos también se 
pueden oxidar para dar ATP o para formar cuerpos 
cetónicos, que se enviarán a otros tejidos. 

E El tejido adiposo blanco almacena grandes reservas 
deTAG y los libera en la sangre como respuesta a la 
adrenalina y el glucagón. El tejido adiposo marrón está 
especializado en la termogénesis, que resulta de la oxi- 
dación de los ácidos grasos en mitocondrias desacopla- 
das. El tejido adiposo beige se expande en respuesta a 
las bajas temperaturas y a la estimulación por adrenali- 
na. Al igual que en el tejido adiposo marrón, las mito- 
condrias del tejido adiposo beige tiene proteína desaco- 
plante y están especializadas para la termogénesis. 

M El músculo esquelético está especializado en la pro- 
ducción y utilización de ATP para el trabajo mecánico. 
Durante una actividad muscular suave o moderada, la 
oxidación de ácidos grasos y de glucosa es la fuente 
principal de ATP. Durante un esfuerzo muscular vigoro- 
O, de cógeno es el combustible fundamental, propor- 
: 1O por fermentación hasta ácido láctico. 
TE uperación, el lactato se reconvierte (a 
través de la gluconeogénesis) en glucógeno y glucosa en 
el hígado para recuperar el suministro de glucógeno 
muscular. La fosfocreatina es una fuente inmediata de 
ATP durante la contracción activa. 

MM El músculo cardíaco obtiene casi todo su ATP a 
partir de la fosforilación oxidativa con ácidos grasos 
como combustible principal. 

MW Las neuronas del cerebro sólo utilizan glucosa y 
J3-hidroxibutirato como fuentes de energía; el segundo 
es importante durante el ayuno y la inanición. El cere- 
bro utiliza la mayor parte de su ATP para el transporte 
de Na* y K* para mantener el potencial eléctrico a través 
de las membranas neuronales. 

© La sangre transporta nutrientes, productos de dese- 
cho y señales hormonales entre los tejidos y Órganos. 
Está formada por células (eritrocitos, leucocitos y pla- 
quetas) y agua rica en electrolitos (plasma) que contie- 
ne muchas proteínas. 


23.3 Regulación hormonal 
del metabolismo energético 


Los ajustes constantes que mantienen los niveles de 
glucosa en sangre alrededor de 4,5 mm son el resultado 
de la acción combinada de la insulina, el glucagón, la 
adrenalina y el cortisol sobre los procesos metabólicos 
que tienen lugar en muchos tejidos corporales, pero 
especialmente en el hígado, el músculo y el tejido adipo- 
so. La insulina indica a estos tejidos que la concentra- 
ción de glucosa en sangre es superior a la necesaria; 
como consecuencia, el exceso de glucosa sanguínea es 


) 
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TABLA 23-4 Efecto de la insulina sobre la glucosa sanguínea: captación de glucosa por las células 


y almacenamiento como triacilgliceroles y glucógeno 


Efecto metabólico 
| Captación de glucosa (músculo, adiposo) 
| Captación de glucosa (hígado) 
| | Síntesis de glucógeno (hígado, músculo) 
| | Degradación de glucógeno (hígado, músculo) 


- | Glucólisis, producción de acetil-CoA (hígado, 
| músculo) 


| Síntesis de ácidos grasos (hígado) 


| 
| 
| 
| 


Enzima diana 


| Transportador de glucosa (GLUT4) 

Î Glucoquinasa (aumento de la expresión) 
Í Glucógeno sintasa 

| Glucógeno fosforilasa 


Í PFK-1 (por PFK-2) 
| Complejo de la piruvato deshidrogenasa 


| Acetil-CoA carboxilasa | 


| Síntesis de triacilgliceroles (tejido adiposo) | Lipoproteína lipasa | 


captado por las células y se transforma en los compues- 
tos de almacenamiento, glucógeno y triacilgliceroles. El 
glucagón transmite el mensaje de que los niveles de 
glucosa en sangre son demasiado bajos y los tejidos 
responden produciendo glucosa por medio de la degra- 
dación del glucógeno y (en el hígado) de la gluconeogé- 
nesis y oxidando las grasas para reducir el consumo de 
glucosa. La adrenalina se libera a la sangre para prepa- 
rar los músculos, pulmones y corazón para un esfuerzo 
súbito e importante. El cortisol facilita la respuesta 
corporal al estrés de larga duración. Discutiremos estas 
regulaciones hormonales en el contexto de tres estados 
metabólicos normales (bien alimentado, en ayung e 
inanición) y examinaremos las consec ias metabk 
cas de la diabetes mellitus, la cual e PS 
trastornos en las rutas de señalización que controlan”e 
metabolismo de la glucosa. 


y 


La insulina contrarresta la glucosa elevada en sangre 


Actuando a través de receptores de la membrana plas- 
mática (véanse la Figs. 12-19, 12-20), la insulina estimu- 
la la captación de glucosa por el músculo y el tejido 
adiposo (Tabla 23-4), donde se convierte en glucosa 
6-fosfato. En el hígado, la insulina también activa la 
glucógeno sintasa e inactiva la glucógeno fosforilasa, de 
manera que buena parte de la glucosa 6-fosfato se cana- 
liza hacia la síntesis de glucógeno. 

La insulina también estimula el almacenamiento del 
exceso de combustible en forma de grasa en el tejido adi- 
poso. (Fig. 23-26). En el hígado, la insulina activa tanto 
la oxidación de la glucosa 6-fosfato a piruvato a través de 
la glucólisis como la oxidación del piruvato a acetil-CoA. 
El exceso de acetil-CoA De no necesario para producir 
energía, se utiliza en la síntesis de ácidos grasos, que son 
exportados desde el hígado como TAG de las lipoproteí- 
nas plasmáticas (VLDL; véase la Fig. 21-40) al tejido adi- 
poso. La insulina estimula la síntesis de TAG en los adipo- 
citos a partir de los ácidos grasos liberados de los TAG de 
las VLDL. Estos ácidos grasos proceden en última instan- 
cia del exceso de glucosa captada de la sangre por el 
hígado. En resumen, el efecto de la insulina consiste en 
favorecer La conversión del exceso de glucosa sanguínea 
en dos formas de almacenamiento: glucógeno (en el híga- 
do y el músculo) y TAG (en el tejido adiposo). 

Además de actuar directamente sobre el músculo y 
el hígado para cambiar su metabolismo de los glúcidos y 
las grasas, la insulina puede también actuar sobre estos 


tejidos indirectamente a través del cerebro como se 
describirá más adelante. 


Las células (3 del páncreas secretan insulina en respuesta 
a cambios de la glucosa en sangre 


Cuando la glucosa llega a la circulación sanguínea desde 
el intestino, después de una comida rica en glúcidos, el 
consiguiente aumento de glucosa en sangre provoca un 
aumento de la secreción de insulina (y una disminución 
de la secreción de glucagón) por el páncreas. La libera- 
ción de insulina está regulada en gran parte por el nivel 
de glucosa de la sangre que llega al páncreas. Las hor- 
monas peptídicas insulina, glucagón y somatostatina se 


Costa HA P Ar agrupamientos de células pancreáticas 


das, los islotes de Langerhans (Fig. 23-27). 
Cada tipo de célula de los islotes produce una sola hor- 
mona: las células «+ producen glucagón, las 9 insulina y 
las ó somatostatina. 

Tal como se muestra en la Fig. 23-28, cuando 
aumenta la glucosa sanguínea @ los transportadores 
GLUT2 introducen glucosa en las células $, donde se 
convierte inmediatamente en glucosa 6-fosfato por la 
hexoquinasa IV (glucoquinasa) y entra en la glucólisis. 
El incremento en la velocidad del catabolismo de la glu- 
cosa aumenta la [ATP] (Y, lo que hace que se cierren los 
canales de K* regulados por ATP de la membrana 
plasmática. €) La reducción en la salida de K* despola- 
riza la membrana. (Recuerde de la Seeción 12.7 que la 
salida de K* a través de un canal de K* abierto hiperpo- 
lariza la membrana; así, el cierre del canal de K*, por lo 
tanto, despolariza de modo efectivo la membrana). La 
despolarización de la membrana abre los canales de Ca?* 
regulados por voltaje, lo que resulta @ en un aumento 
de la [(Ca?**] que provoca 6H la liberación de insulina por 
exocitosis, El cerebro integra las señales sobre suminis- 
tro y demanda de energía y los estímulos procedentes 
de los sistemas nerviosos parasimpático y simpático 
también afectan (estimulan e inhiben, respectivamen- 
te), la liberación de insulina. Un simple bucle de retroa- 
limentación limita la liberación de hormona: la insulina 
disminuye la glucosa sanguínea mediante la estimula- 
ción de la captación de glucosa por los tejidos; las célu- 
las f detectan la disminución de glucosa en sangre por 
la disminución en el flujo a través de la reacción de la 
hexoquinasa; ello hace que la liberación de insulina se 
haga más lenta o cese completamente. Esta regulación 
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— Insulina — al cerebro, tejido adiposo, músculo 
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FIGURA 23-26 Estado de buena nutrición: el hig 
Inmediatamente después de una comida rica en calorías, la ¥ 
ácidos grasos y los aminoácidos entran en el higado. Las flechas azules 
siguen la ruta de la glucosa; tas flechas naranja la de los lípidos. La 
insulina tiberada en respuesta a la elevada concentración de glucosa er 
sangre estimula la captación de glucosa por los tejidos. Parte de la glu- 
cosa se exporta al cerebro para cubrir sus necesidades energéticas y 
parte a los tejidos adiposo y muscular. En el hígado, el exceso de glu- 


Célula B (insulina) 


Célula æ (glucagón) 
Célula 3 (somatosta 


FIGURA 23-27 El sistema endocrino del páncreas. El páncreas con- 
tiene células exocrinas (vease la Fig. 18-3b), que secretan enzimas 
digestivos en forma de zimógenos, y agrupamientos de células endocri- 
nas, los islotes de Langerhans. Los islotes contienen células a, f y $ 
(también conocidas como células A, B y D, respectivamente), cada una 
de las cuales segrega una hormona peptiídica especifica. 


Ny NS 


Glucosa 


e gxj acetil-CoA, que se utiliza para sintetizar triacilgliceroles 
A EAIA los tejidos adiposo y muscular. El NADPH nece- 
sario para la sintesis de lípidos se obtiene de la oxidación de la glucosa 
en la ruta de las pentosas fosfato. Los aminoácidos en exceso se con- 
vierten en piruvato y acetil-CoA, que también se utilizan para la síntesis 
de lípidos. Las grasas de la dieta se transportan vía sistema ¡infático, en 
forma de quilomicrones, desde el intestino a los tejidos hepático, muscular 
y adiposo. 


por retroalimentación mantiene la concentración de 
glucosa casi constante a pesar de grandes fluctuaciones 
en la ingesta. 
La actividad de los canales de K* regulados por 
ATP es básica en la regulación de la secreción de 
insulina por las células 4. Los canales son octámeros de 
cuatro subunidades Kir6.2 idénticas y cuatro subunida- 
des SUR1 también idénticas, y están organizados de 
manera similar a los canales de K* de las bacterias y las 
de otras células eucarióticas (véanse las Fig. 11-45 y 
11-46). Las cuatro subunidades Kir6.2 forman un cono 
alrededor del canal de K* y actúan de filtro selectivo y 
como mecanismo regulador por ATP (Fig. 23-29). Cuan- 
do aumenta la [ATP], que indica un aumento de la gluco- 
sa en sangre, los canales de K* se cierran, se despolariza 
así la membrana plasmática y se desencadena la libera- 
ción de insulina, tal como se muestra en la Figura 23-28. 
Las sulfonilureas, medicamentos utilizados por 
vía oral en el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2 
se unen a las subunidades SUR1 (sulfonylurea recep- 
tor) de los canales de K*, cerrando los canales y estimu- 
lando la liberación de insulina. La primera generación 
de estos fármacos, incluida la tolbutamida, se desarrolló 
en la década de 1950. La segunda generación de fárma- 
cos, entre los que se encuentran gliburida (Micronase), 


+ Glucosa 


Transportador de glucosa 
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FIGURA 23-28 Regulación por la glucosa de la 


GLUT2 Espacio extracelular secreción de insulina por las células pancreáticas 8. 
A - A A AAA AA Cuando el nivel de glucosa en sangre es elevado, el 
Célula $ pancreática ` metabolismo actio de la glucosa en las células 8 
aumenta la [ATP] intracelular, lo que provoca el cierre 
> y de los canales de K* de la membrana plasmática y su 
=p - despolarización consiguiente. En respuesta al cambio 
. i en el potencial de membrana, desencadenado por la 
Glucosa 6-fostato alta [ATP] se abren canales de Ca” regulados por 
| glucólisis Núcleo voltaje lo que permite el fiujo de Ca” hacia el interior 
A de la célula. (El Ca?” también se libera por el retículo 
Von pue del ácido cítrico endoplasmático, en respuesta a la elevación inicíal de 
+ = + , 2 . "4: 
H g fosforilación | [Ca?”] en el citosol.) La [Ca] citosólica es ahora 
+6- oxidativa ki o i suficientemente elevada para provocar la liberación 
+ a æ . . . . 
y pa — [ATP]? Reticulo de trad por exocitosis. Los procesos numerados 
+A - a” endoplasmático i se discuten en el texto. 
t pme K* 
< 
¿NX Canal de K* pa 
i regulado por ATP Gránulos e 
de — . . Fese 


Canal de Ca** 


despolarización regulado por voltaje 


Ca?* 
glipizida (Glucotrol) y glimepirida (Amaryl), son más 


potentes y tienen menos efectos secun e La 
ción sulfonilurea está destacada en ro 


tes estructuras. 


Gliburida 


O 
Y nc, 
AN 
H¿C 


Glipizida 


Las sulfonilureas se usan, a veces, junto con insulina 
inyectada, pero a menudo son suficientes por sí solas 
para controlar la diabetes tipo 2. 

Las mutaciones en los canales de K* controlados 
por ATP de las células 8 son, afortunadamente, raras. 
Las mutaciones en Kir6.2 que resultan en la apertura 
permanente de los canales de K* (residuos en rojo de la 
Fig. 23-29b) provocan diabetes mellitus neonatal con 
hiperglucemia severa que requiere terapia con insulina. 
Otras mutaciones en Kir6.2 o SUR1 (residuos azules en 
la Fig. 23-29b) provocan el cierre permanente de los 
canales de K* y la liberación continua de insulina. De no 
ser tratados, los individuos con estas mutaciones desa- 
rrollan hiperinsulinemia congénita (hiperinsulinismo 
infantil), el exceso de insulina provoca hipoglucemia 
grave (glucosa en sangre baja), que provoca daños irre- 
versibles en el cerebro. Un tratamiento efectivo consiste 
en la extirpación de parte del páncreas para reducir la 
producción de insulina. Y 


Secreción 
de insulina 


El glucagón contrarresta los niveles bajos de glucosa 
en O ias 
después de la ingestión de glúcidos en ia 


PIAN los niveles de glucosa en sangre disminuyen lige- 


ramente a causa de la oxidación constante de glucosa 
por el cerebro y otros tejidos. La disminución de glucosa 
en sangre desencadena la secreción de glucagón y dis- 
minuye la liberación de insulina (Fig. 23-30). 

El glucagón provoca un aumento de la concentra- 
ción de glucosa en sangre por varias vías (Fig. 23-5). Al 
igual que la adrenalina, el glucagón estimula la degrada- 
ción neta del glucógeno hepático al activar la glucógeno 
fosforilasa e inactivar la glucógeno sintasa; ambos efec- 
tos son el resultado de la fosforilación, inducida por 
cAMP, de los enzimas regulables. El glucagón inhibe la 
degradación de la glucosa por la vía glucolítica en el 
hígado y estimula la síntesis de glucosa por la vía gluco- 
neogénica. Ambos efectos son el resultado de la dismi- 
nución de la concentración de fructosa 2,6-bisfosfato, 
un inhibidor alostérico del enzima gluconeogénico fruc- 
tosa 1,6-bisfosfatasa (FBPasa-1) y activador del enzima 
glucolítico fosfofructoquinasa-1. Recuerde que la [fruc- 
tosa 2,6-bisfosfato] está controlada en último término 
por una reacción de fosforilación de una proteína 
dependiente de CAMP (véase la Fig. 15-19). El glucagón 
también inhibe el enzima glucolítico piruvato quinasa, 
promoviendo su fosforilación dependiente de cAMP, y 
así bloquea la conversión del fosfoenolpiruvato en piru- 
vato e impide la oxidación del piruvato por la vía del 
ciclo del ácido cítrico. La acumulación resultante de 
fosfoenolpiruvato favorece la gluconeogénesis. Este 
efecto es potenciado por la estimulación de la síntesis 
del enzima gluconeogénico PEP carboxiquinasa por el 
glucagón. Al estimular la degradación del glucógeno, 
inhibir la glucólisis y promover la gluconeogénesis en 
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FIGURA 23-29 Canales de K+ controlados por ATP en las células Ø. K* 
(a) El canal de ATP regulado por voltaje visto en el plano de la mem- Diaxozida, = 
brana.. El canal está formado por cuatro subunidades Kir6.2 idénticas 
rodeado por cuatro subunidades SUR1 (receptor de la sulfonilurea). Las 
subunidades SURI tienen sitios de unión para el ADP y el medicamento 
diazoxide, que favorecen la apertura del canal, y tolbutamida, un fármaco 
de sulfonilurea que favorece el cierre del canal, Las subunidades Kir6.2 
constituyen el propio canal y contienen, en el lado citosólico, sitios de 
unión de ATP y fostatidilinositol 4,5-bisfosfato (PiP,) que favorecen el 
cierre y ta apertura del canal, respectivamente. (b) Estructura de la por- 
ción Kir6,2 del canal vista en el plano de la membrana. En aras de la cla- 
ridad sólo se muestran dos dominios transmembrana y dos dominios 
citosólicos. Se muestran tres iones K* (verde) en la región del filtro de 
selectividad. La mutación de ciertos residuos aminoácidos (en rojo) pro- 
voca diabetes neonatal; la mutación de otros (azul) provoca hiperinsuli- 
nismo infantil. Esta estructura se obtuvo por mapeo de la secuencia 
conocida de Kir6.2 a las estructuras cristalinas del canal Kir bacteriano K+ 
(KirBac11) y los dominios amino y carboxilo de otra proteína Kir, Kir3.1, 
Compare esta estructura con el canal regulado por K* de la Figura 11-46, 
Fuente: (b) KirBac 1.1. PDB ID 1P7B, A. Kui et al, Science 300:1922, Kir6.2 Ko Kir6.2 
2003; Kir31, POB ID 1U4E, S. Pegan et al., Nature Neurosci. 8:279, x 5 
2005. Coordenadas cortesía de Frances M. Ashcroft, Oxford University, dos la 
utilizadas con permiso de 5, Haider y de M. $. P. Sansom para recrear un Exterior g = i : 
e- 


modelo publicado en J. F. Antcliff et al., EMBO J. 24:229, 2005.] ENE 


Fa Ni 


los hepatocitos, el glucagón hace posible que el hígado pp»! A 
exporte glucosa restableciendo los valores normales de So E 4 y HPA 
glucosa en sangre. 4 : | 


Aunque su diana principal es el hígado, el glucagón 
(al igual que la adrenalina) también afecta al tejido adipo- 
so, donde activa la degradación de TAG al premover la 
fosforilación, dependiente de CAMP, de la periMipi 
lipasa sensible a hormonas. La lipasa activad: 
dos grasos libres, que se envían al hígado y a otros tejidos 
para ser utilizados como combustible, reservando así la 
glucosa para el cerebro. El efecto neto del glucagón es, 


pues, la estimulación de la síntesis de glucosa y su libera- WE Ko E 
ción por el hígado y la movilización de los ácidos grasos del 
tejido adiposo, para ser utilizados como combustible en 
lugar de la glucosa por tejidos distintos del cerebro. Todos 
estos efectos del glucagón están facilitados por la fosfori- 
lación de proteínas dependiente de cAMP. 


TABLA 23-5 Efectos del glucagón sobre la glucosa sanguinea: produccióny liberación 
de glucosa por el higado 
| Efecto sobre el metabolismo | 
| Efecto metabólico de la glucosa Enzima diana : 
| Degradación del glucógeno (hígado) Glucógeno —— glucosa t Glucógeno fosforilasa 
Menos glucosa almacenada como 
| Síntesis del glucógeno (hígado) glucógeno | Glucógeno sintasa 
| Glucólisis (hígado) Menos glucosa utilizada como | PFK-1 
eombustible en el hígado | 
| Gluconeogénesis (hígado) Aminoácidos | FBPasa-2 | 
Glicerol — glucosa | Piruvato quinasa | 
Oxalacetato | PEP carboxiquinasa 
| Movilización de ácidos grasos (tejido adiposo) Mara iii loe onsi a 
| combustible en el hígado, músculo Í PKA (perilipina-£) 
| | Cetogénesis Proporciona una alternativa a la 
| glucosa como fuente de energía | Acetil-CoA carboxilasa 
| 


- para el cerebro 
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FIGURA 23-30 Estado de ayuno: el higado glucogénico. 
Después de unas cuantas horas sin comer, el hígado se 
convierte en la principal fuente de glucosa para el cerebro, 
Se degrada el glucógeno hepático a glucosa 1-fostato, esta 
se convierte en glucosa 6-fosfato y, a continuación, en glu- 
cosa libre, que se libera ai torrente circulatorio. Los ami- 
noácidos procedentes de la degradación de proteínas en el 
hígado y en el músculo y el glicerol de la degradación de 
los TAG en el tejido adiposo se utilizan para la gluconeogé- 
nesis. El higado utiliza ácidos grasos como combustible 
principal y el exceso de acetil-CoA se convierte en cuerpos 
cetónicos para su exportación como combustible a otros 
tejidos; el cerebro es especialmente dependiente de este 
combustible cuando el suministro de glucosa es escaso 
(véase la Fig. 23-23). (Las flechas azules marcan la ruta de 
la glucosa; las flechas naranja, ia ruta de los lípidos y las 
flechas púrpura, la ruta de los aminoácidos). 


Glicerol 


Ácidos 
grasos Tejido 
adiposo 


Durante el ayuno y la inanición el metabolismo se i A las dos horas después li una comida, : prki 
: : ucosa en sangre disminuye ligeramente y los tejidos 
modifica para proporcionar combustible fa a APA esa bado da ar hankia dadas 


Las reservas energéticas de un ser h muy poca, de TAG. Unas cuatro horas des- 


son de tres tipos: glucógeno almacenado en el hígado y, pués de la comida, la glucosa sanguínea ha continuado 
en cantidades menores, en el músculo, grandes cantida- disminuyendo, la secreción de insulina se ha reducido y 
des de triacilgliceroles en el tejido adiposo y proteínas ha aumentado la secreción de glucagón. Estas señales 
tisulares, que pueden degradarse en caso necesario hormonales movilizan TAG del tejido adiposo, que se 


para proporcionar combustihle (Tabla 23-6). convierten ahora en el combustible principal para el 
TABLA 23-6 Disponibilidad de combustibles metabólicos en un hombre normal de 70 kg 
y en un hombre obeso de 140 kg en el inicio de un ayuno 
| Equivalente calórico Tiempo de supervivencia 
| Fuente energética Peso (kg) (miles de kcal (kJ)} previsible (meses) 
A E a a 
¡ Peso normal, hombre de 70 kg 
| Triacilgliceroles (tejido adiposo) 15 140 (590) 
| Proteínas (principalmente en músculo) 6 24 (100) 
- Glucógeno (músculo, hígado) 0,23 0,90 (3,8) | 
| Combustibles en circulación (glucosa, 0,023 0,10 (0,42) 
ácidos grasos, triacilgliceroles, etc.) | 
| 
| Total 165 (690) 3 | 
Hombre obeso de 140 kg 
Triacilgliceroles (tejido adiposo) 80 750 (3.100) 
| Proteínas (principalmente en músculo) 8 32 (130) 
| Glucógeno (músculo, hígado) 0,23 0,92 (3,8) 
| Combustibles en circulación 0,025 0,11 (0.46) | 
Total 783 (3.200) O M4 | 


Dl ct il 


El tiempo de supervivencia se ha calculado suponiendo un consumo basal de energía de 1.800 kcal/día. 
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FIGURA 23-31 Metabolismo energético en el higado durante el 
ayuno prolongado o en la diabetes mellitus descontrolada. Los pasos 
numerados se describen en el texto, Tras consumirse las reservas de glú- 
cidos (glucógeno), la gluconeogénesis en el higado se convierte en la 
fuente principal de glucosa para el cerebro (flechas azules). El NH, de la 
desaminación de aminoácidos se convierte en urea y se excreta (flechas 
verdes). Los aminoácidos glucogénicos procedentes de la degradación 
de proteínas (flechas púrpura) proporcionan sustratos para la gluconeo- 


músculo y el hígado. La Figura 23-31 muestra las res- 
puestas al ayuno prolongado. @ Para proporcionar 
glucosa al cerebro, el hígado degrada ciertas proteínas 
(las menos necesarias para un organismo que no ingiere 
comida). Sus aminoácidos no esenciales son transami- 
nados o desaminados (Capítulo 18) y Q el exceso de 
grupos amino se convierte en urea que se exporta a 
través de la circulación sanguínea hasta el riñón, donde 
se excreta en la orina. 

También en el hígado, y hasta cierto punto en los 
riñones, los esqueletos carbonados de los aminoácidos 
glucogénicos se convierten en piruvato o en intermedia- 
rios del ciclo del ácido cítrico. @ Estos intermediarios 
(así como el glicerol procedente de los TAG en el tejido 
adiposo proporcionan la materia prima para la gluconeo- 
génesis en el hígado, @ que produce glucosa para el 
cerebro. @ Los ácidos grasos liberados del tejido adiposo 
se oxidan a acetil-CoA en el hígado, pero la utilización de 


Acetoacetil-CoA 


génesis y la glucosa se exporta al cerebro. Los ácidos grasos procedentes 
del tejido adiposo se importan por el hígado y se oxidan a acetil-CoA 
(flechas naranja) siendo e! acetil-CoA el material de partida para la for- 
mación de cuerpos cetónicas en el hígado que se exportan al cerebro en 
donde se utilizan como fuente principal de energía (flechas rojas). 
Cuando la concentración de cuerpos cetónicos en la sangre excede la 
capacidad del riñón para reabsorber las cetonas, estos compuestos 
empiezan a aparecer en la orina. 


intermediarios del ciclo del ácido cítrico para la gluco- 
neogénesis agota el oxalacetato, (YH) se inhibe la entrada 
de acetil-CoA en el ciclo y se acumula acetil-CoA. @ Esto 
favorece la formación de acetoacetil-CoA y cuerpos cetó- 
nicos. Tras unos pocos días de ayuno, aumentan los nive- 
les de cuerpos cetónicos en la sangre (Fig. 23-32), a 
medida que el hígado exporta estos combustibles al 
corazón, al músculo esquelético y al cerebro, que los usan 
en lugar de la glucosa (Fig. 23-31, @). 

El acetil-CoA es un regulador crítico del destino del 
piruvato; inhibe alostéricamente la piruvato deshidroge- 
nasa y estimula la piruvato carboxilasa. De esta forma, 
el acetil-CoA impide que continúe su propia producción 
a partir del piruvato, a la vez que estimula la conversión 
del piruvato en oxalacetato, primer paso de la gluconeo- 
génesis. 

Los triacilgliceroles almacenados en el tejido adipo- 
so de un adulto de peso normal podrían proporcionar 
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suficiente energía para mantener una tasa basal del 
metabolismo durante unos tres meses; un adulto muy 
obeso puede tener suficiente energía almacenada para 
soportar un ayuno de más de un año (Tabla 23-6). 
Cuando se han agotado las reservas de grasa, empieza la 
degradación de proteínas esenciales, con la consiguien- 
te pérdida de las funciones cardíaca y hepática y final- 
mente, en la inanición prolongada, la muerte. La grasa 
almacenada puede suministrar suficiente energía (calo- 
rías) durante el ayuno o una dieta estricta, pero es 
necesario un adecuado suministro de vitaminas y mine- 
rales así como suficientes aminoácid ucogéni 
para reemplazar a los que son usados 

génesis. Las raciones de las personas 

dieta adelgazante se complementan normalmente con 
vitaminas, minerales y aminoácidos o proteínas. 


La adrenalina es la señal de una actividad inminente 


Cuando un animal se enfrenta a una situación de ten- 
sión que requiere un aumento de actividad, para la 
lucha o para la huída en casos extremos, señales neuro- 
nales que parten del cerebro desencadenan la liberación 


| Fisiológicos 
| Frecuencia cardíaca 
1 Presión sanguínea 
| Dilatación de los conductos respiratorios 
| Metabólicos 
| Degradación de glucógeno (músculo, hígado) 
| Síntesis de glucógeno (músculo, hígado) 
| Gluconeogénesis (hígado) 


| Glucólisis (músculo) 


| 
| | Movilización de ácidos grasos (tejido adiposo) 
| 

| Í Secreción de glucagón 


| | Secreción de insulina 


TABLA 23-7 Efectos fisiológicos y metabólicos de la adrenalina: preparación para la acción 
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FIGURA 23-32 Concentración de ácidos grasos, glucosa y cuerpos 
cetónicos en el plasma durante seis semanas de inanición. A pesar de 
los mecanismos hormonales existentes para mantener el nivel de glu- 
cosa en sangre, éste empieza a disminuir a partir del segundo día de 
ayuno (azul). El nivel de cuerpos cetáricos, casi indetectable antes del 
ayuno, aumenta de forma espectacular después de 2 a 4 días de ayuno 
(rojo). Estas cetonas hidrosolubles, acetoacetato y ¿P-hidroxibutirato, 
suplementan la glucosa como fuente de energía durante un ayuno pro- 
longado. La acetona, un cuerpo cetónico minoritario, no se metaboliza 
sino que es eliminada en el aliento. También se produce un aumento, 
mucho menor, de ácidos grasos en ia sargre(naranja), pero este incre- 
mento no contribuye al metabolismo energético de! cerebro ya que los 
ácidos grasos no cruzan la barrera hemato-encefálica. [Datos de G, F. 
Cahili Jr, Annu. Rev. Nutr. 26:1, 2006, Fig. 2.] 


de adrenalina y noradrenalina por la médula suprarre- 
nal. Ambas hormonas dilatan las vías respiratorias para 
facilitar la captación de O,, incrementan la frecuencia e 
intensidad de los latidos cardíacos y aumentan la pre- 
sión sanguínea, promoviendo en consecuencia el flujo 
de O, y de combustibles a los tejidos (Tabla 23-7). Esta 
es la respuesta “luchar o volar” (luchar o huir). 

La adrenalina actúa principalmente sobre el múscu- 
lo y los tejidos adiposo y hepático. Activa la glucógeno 
fosforilasa e inactiva la glucógeno sintasa por fosforila- 
ción dependiente de cAMP de los enzimas, estimulando 
de esta forma la conversión del glucógeno hepático en 
glucosa sanguínea, el combustible para el trabajo mus- 
cular anaeróbico. La adrenalina también estimula la 
degradación anaeróbica del glucógeno del músculo por 
fermentación hasta ácido láctico, estimulando la forma- 

j lítica de ATP. La estimulación de la glucólisis 
e aumentando la concentración de fructosa 
2,6-bisfosfato, un activador alostérico potente del enzi- 
ma glucolítico clave, la fosfofructoquinasa-1. La adrena- 
lina también estimula la movilización de grasas en el 
tejido adiposo, activando la lipasa sensible a hormonas 
y desplazando la perilipina (véase la Fig. 17-3). Final- 
mente, la adrenalina estimula la secreción de glucagón 
e inhibe la secreción de insulina, reforzando así su efec- 
to movilizador de combustibles y frenando su almacena- 
miento. 


Efecto global 


Aumento del suministro de O, 
a los tejidos (músculo) 


Aumento de la producción de glucosa 
para su utilización como combustible 


Aumento de la producción de ATP en el músculo 


Aumento de la disponibilidad de ácidos grasos como 
combustibles 


Refuerzo de los efectos metabólicos 
de la adrenalina 


il A e 
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El cortisol es un indicador de estrés, incluidos los bajos 
niveles de glucosa en sangre 


Una amplia variedad de agentes estresantes (ansiedad, 
miedo, dolor, hemorragia, infecciones, bajo nivel de glu- 
cosa en sangre, inanición) estimulan la liberación de la 
hormona corticosteroide cortisol por la corteza supra- 
rrenal. El cortisol actúa sobre el músculo, el hígado y el 
tejido adiposo para suministrar al organismo el combus- 
tible necesario para afrontar el estrés. El cortisol es una 
hormona de acción relativamente lenta que altera el 
metabolismo cambiando los tipos y las cantidades de 
ciertos enzimas sintetizados en sus células diana, en 
lugar de regular la actividad de moléculas enzimáticas 
ya existentes. 

En el tejido adiposo, el cortisol provoca un aumento 
de la liberación de ácidos grasos de los TAG de reserva. 
Los ácidos grasos se exportan para ser utilizados como 
combustible por otros tejidos, y el glicerol se utiliza para 
la gluconeogénesis en el hígado. El cortisol estimula la 
degradación de proteínas musculares no esenciales y la 
exportación de aminoácidos al hígado, donde sirven de 
precursores para la gluconeogénesis. En el hígado, el 
cortisol estimula la gluconeogénesis al promover la sín- 
tesis de la PEP carboxiquinasa; el glucagón tiene el 
mismo efecto, mientras que la insulina tiene el efecto 
contrario. La glucosa producida por esta vía se almace- 
na en el hígado en forma de glucógeno o se exporta 
inmediatamente a los tejidos que necesitan glucosa 
como combustible. El efecto neto de estos cambios 
metabólicos es restablecer los niveles norm: de glu- 


cosa en sangre y almacenar glucógeno para fáv ME y 


respuesta de lucha o de huída normalmente 
estrés. Los efectos del cortisol, por lo tanto, contrarres- 
tan los de la insulina. Durante largos períodos de estrés, 
la liberación continuada de cortisol pierde su valor 
adaptativo positivo y empieza a causar daños al múscu- 
lo y al hueso y a perjudicar las funciones inmunes y 
endocrinas. 

La enfermedad de Cushing es un estado médico 

en el que se produce un exceso de cortisol debi- 
do a un tumor de la hipófisis. Se trata quirúrgicamente 
para eliminar el tumor, seguido de quimioterapia para 
matar las células tumorales restantes. La enfermedad 
de Addison es el resultado de una producción reducida 
de cortisol y se trata administrando hidrocortisona 
(nombre farmacéutico del cortisol). 


La diabetes mellitus es un defecto en la producción 
o en la acción de la insulina 


La diabetes mellitus es una enfermedad relati- 
vamente común: alrededor de un 9% de la pobila- 
ción de los Estados Unidos y casi el 25% de la poblaci“gon 
de Estados Unidos de más de 65 años muestra algún 
grado de anomalía en el metabolismo de la glucosa, indi- 
cativa de diabetes o de una tendencia a padecerla. Hay 
dos formas clínicas principales de diabetes mellitus: dia- 
betes tipo 1, a veces denominada diabetes mellitus 
dependiente de insulina (IDDM) y diabetes tipo 2, o 
diabetes mellitus no dependiente de insulina (NIDDM), 
también denominada diabetes resistente a la insulina. 
La diabetes tipo 1 aparece normalmente de forma 
temprana y sus síntomas se agravan rápidamente. Esta 


AA A wi j 
y e ipie 


enfermedad responde a la inyección de insulina, por- 
que el defecto metabólico procede de una destrucción 
autoinmune de las células 3 pancreáticas y la consi- 
guiente incapacidad de producir suficiente insulina. La 
diabetes tipo 1 requiere una terapia basada en la admi- 
nistración de insulina y en un cuidadoso control de por 
vida del equilibrio entre la ingestión de glucosa y la 
dosis de insulina. Síntomas característicos de la diabe- 
tes tipo 1 (y del tipo 2) son la sed excesiva y la micción 
frecuente (poliuria), que provocan la ingestión de gran- 
des cantidades de agua (polidipsia) (“diabetes melli- 
tus” significa “excreción excesiva de orina dulce”). 
Estos síntomas se deben a la excreción de grandes 
cantidades de glucosa en la orina, situación conocida 
como glucosuria. 

La diabetes tipo 2 es de desarrollo lento (típicamen- 
te en individuos mayores y obesos), y los síntomas son 
menos graves y, a menudo, pasa desapercibida al princi- 
pio. En realidad, éste es un grupo de enfermedades en 
el que la actividad reguladora de la insulina es defectuo- 
sa: se produce insulina, pero alguna característica del 
sistema de respuesta a la insulina es defectuosa. Estos 
individuos son insulino-resistentes. La conexión entre la 
diabetes tipo 2 y la obesidad (discutida más adelante) 
constituye un área de investigación muy dinámica. 

Los individuos con cualquiera de los dos tipos de 
diabetes son incapaces de captar eficientemente la glu- 
cosa de la sangre; recuérdese que la insulina provoca el 
desplazamiento de los transportadores de glucosa 
GLUTA4 a la membrana plasmática del músculo y del teji- 
do adiposo (véase la Fig. 12-20). Dada la falta de ghucosa 
os ácidos grasos se convierten en el com- 
al, lo que lleva a otro cambio metabólico 
característico en la diabetes: la oxidación excesiva pero 
incompleta de los ácidos grasos en el hígado. El ace- 
til-CoA producido por la $-oxidación no puede ser oxida- 
do completamente por el cicio del ácido cítrico, ya que 
la elevada proporción [VADHY[NAD-] producida por la 
3-oxidación inhibe el ciclo (recuérdese que hay tres 
pasos del ciclo que convierten el NAD en NADH). La 
acumulación de acetil-CoA ocasiona una sobreproduc- 
ción de los cuerpos cetónicos, acetoacetato y S$-hidroxi- 
butirato, que no pueden ser utilizados por los tejidos 
extrahepáticos tan deprisa como los produce el hígado. 
Además de ¿-hidroxibutirato y acetoacetato, la sangre 
de los diahéticos también contiene acetona, resultado de 
la descarboxilación espontánea del acetoacetato: 


e Q 


k ll 
HC —C—CH:—CO07 + H-0 — H¿C—C—CHy + HCO3 
Acetoacetato Acetona 


La acetona es volátil y se exhala, dando un olor caracte- 
rístico al aliento de ım diabético no controlado, a veces 
confundido con el etanol. Un diabético que muestra 
confusión mental debido a los niveles muy elevados de 
glucosa en sangre puede recibir ocasionalmente un 
diagnóstico de etilismo, un error que puede resultar 
fatal. La sobreproducción de cuerpos cetónicos, deno- 
minada cetosis, se manifiesta por un gran aumento en 
las concentraciones de cuerpos cetónicos en sangre 
(cetonemia) y en orina (cetonuria). 

Los cuerpos cetónicos son ácidos carboxílicos que 
se ionizan liberando protones. En la diabetes no contro- 


0) 


lada esta producción de ácidos puede rebasar la capaci- 
dad amortiguadora del sistema del bicarbonato de la 
sangre y producir una disminución del pH sanguíneo, 
denominada acidosis, o en combinación con la cetosis, 
cetoacidosis, una situación potencialmente peligrosa 
para la vida. 

Los análisis bioquímicos de muestras de sangre y de 
orina son esenciales para el diagnóstico y el tratamiento 
de la diabetes. Un criterio diagnóstico sensible lo cons- 
tituye la prueba de tolerancia a la glucosa. Después 
de una noche sin ingerir alimentos, el paciente bebe una 
dosis de 100 g de glucosa disuelta en un vaso de agua. 
Se mide la concentración de glucosa en sangre antes del 
ensayo y a intervalos de 30 minutos durante varias 
horas después de la ingestión. Un individuo sano asimila 
la glucosa rápidamente y los niveles de glucosa en san- 
gre no aumentan más allá de 9 o 10 mm; en la orina no 
aparece glucosa o muy poca. Los individuos diabéticos 
muestran una marcada deficiencia en la asimilación de 
la dosis de glucosa; sus miveles de glucosa en sangre 
aumentan espectacularmente y vuelven al nivel de 
ayuno muy lentamente. Dado que los niveles de glucosa 
sanguínea están por encima del umbral renal (alrededor 
de 10 mm), también aparece glucosa en la orina. B 
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E La concentración de glucosa en sangre está contro- 
lada por hormonas. Las fluctuaciones en la glucosa 
sanguínea (que normalmente se encu a entre 

100 mg/100 mL, o alrededor de 4,5 40,8 
ingestión de alimentos o al ejercicio intenso;se eo 

san con una serie de cambios inducidos por hormonas 
en el metabolismo de varios órganos. 

E Los niveles elevados de glucosa en sangre provocan 
la liberación de insulina, que acelera la captación de 
glucosa por los tejidos y favorece el almacenamiento de 
combustibles en forma de glucógeno y triacilgliceroles, 
a la vez que inhibe la movilización de ácidos grasos del 
tejido adiposo. 

E Unos niveles de glucosa en sangre reducidos provo- 
can la liberación de glucagón, que estimula la liberación 
de glucosa a partir del glucógeno hepático y desvía el 
metabolismo energético en el hígado y el músculo hacia 
la oxidación de ácidos grasos, reservando la glucosa 
para su utilización por el cerebro. Durante el ayuno 
prolongado los TAG se convierten en la principal fuente 
de energía; el hígado transforma los ácidos grasos en 
cuerpos cetónicos que se exportan a otros tejidos, entre 
ellos el cerebro. 

E La adrenalina prepara el organismo para un aumen- 
to de actividad, movilizando glucosa a partir de glucóge- 
no y otros precursores y liberándola a la sangre. 

M El cortisol, liberado en respuesta a diversos agentes 
estresantes (entre ellos una baja glucosa sanguínea), 
estimula la gluconeogénesis en el hígado a partir de 
aminoácidos y glicerol, lo que tiene como consecuencia 
el aumento de la glucosa sanguínea, en oposición al 
efecto de la insulina. 

E En la diabetes, la insulina o no es producida o no es 
reconocida por los tejidos, de forma que se hace difícil 
la captación de la glucosa. Cuando los niveles de gluco- 
sa en sangre son elevados, se excreta glucosa. Los teji- 
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dos pasan a depender entonces de los ácidos grasos 
como combustible (produciendo cuerpos cetónicos) y 
degradan proteínas celulares para fabricar glucosa a 
partir de los aminoácidos glucogénicos. La diabetes no 
controlada se caracteriza por niveles elevados de gluco- 
sa en la sangre y en la orina y por la producción y excre- 
ción de cuerpos cetónicos. 


23.4 Obesidad y regulación de la masa 
corporal 


En la población de los Estados Unidos, el 35% de 

los adultos son obesos mientras que un 35% adi- 
cional tienen sobrepeso, de acuerdo con el índice de 
masa corporal (IMC), calculado como peso en kg/ 
(altura en m)}?. Un IMC por debajo de 25 se considera 
normal; un individuo con un IMC de 25 a 30 tiene sobre- 
peso; un IMC superior a 30 indica obesidad. La obesi- 
dad constituye un peligro para la vida. Aumenta signifi- 
cativamente las probabilidades de padecer diabetes tipo 
2, así como ataques de corazón, embolias y cánceres del 
colon, mama, próstata y endometrio. En consecuencia, 
existe un gran interés en conocer de qué modo se regu- 
lan la masa corporal y el almacenamiento de grasas en 
el tejido adiposo. ** 

En una primera aproximación, la obesidad es el 
resultado de ingerir más calorías en la dieta que las uti- 
lizadas en las actividades corporales que consumen 
energía. El cuerpo puede afrontar un exceso de calorías 
de la dieta de tres maneras: (1) convertir el exceso de 


A ra ustible en grasa y almacenarla en el tejido adiposo, 
O 


el exceso de combustible mediante ejercicio 
extra y (3) “malgastar” el combustible desviándolo 
hacia la producción de calor (termogénesis) en mito- 
condrias desacopladas. En los mamíferos actúa un con- 
junto complejo de señales hormonales y neuronales 
para mantener el equilibrio entre la ingestión de com- 
bustible y el gasto energético, con objeto de mantener 
la cantidad de tejido adiposo dentro de unos límites 
adecuados. Para tratar la obesidad de forma efectiva es 
necesario comprender los diferentes controles y equili- 
brios en condiciones normales y por qué fallan estos 
mecanismos homeostáticos en la obesidad. 


El tejido adiposo tiene importantes funciones endocrinas 


Una primera hipótesis para explicar la homeostasis de la 
masa corporal, el modelo de “retroalimentación negati- 
va de la obesidad”, postulaba la existencia de un meca- 
nismo que inhibiría el apetito e incrementaría el consu- 
mo de energía cuando el peso corporal superase un 
cierto valor, el valor de referencia; la inhibición se 
levantaría cuando el peso corporal descendiese por 
debajo del valor de referencia (Fig. 23-33). Esta teoría 
predice que una señal retroalimentadora procedente 
del tejido adiposo influye en los centros cerebrales que 
controlan el apetito y la actividad metabólica y motora. 
El primer factor de este tipo, la leptina, se descubrió en 
1994 y, posteriormente, se ha puesto de manifiesto que 
el tejido adiposo es un importante órgano endocrino 
que produce hormonas peptídicas, conocidas como adi- 
poquinas. Las adipoquinas pueden actuar localmente 
(acción autocrina y paracrina) o sistémicamente (acción 
endocrina), como transportadoras de información acer- 
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FIGURA 23-33 Modelo del valor de referencia para el manteni- 
miento de una masa constante. Cuando aumenta la masa del tejido 
adiposo (contorno de trazos), la ieptina liberada inhibe el hambre y la 
síntesis de grasas y estimula la oxidación de ácidos grasos. Cuando dis- 
minuye la masa de tejido adiposo (contorno continuo), una producción 
menor de leptina favorece una ingesta mayor y una menor oxidación de 
ácidos grasos. 


ca de la idoniedad de las reservas energéticas (TAG) 
almacenadas en el tejido adiposo para otros tejidos y el 
cerebro. Normalmente, las adipoquinas provocan cam- 
bios en el metabolismo energético y el comportamiento 
alimenticio que mantienen las reservas energéticas ade- 
cuadas y la masa corporal. La sobre- o subproducción 
de adipoquinas y la desregulación resultante pueden 
poner en peligro la vida. 

La leptina (del griego leptos, delgado) es una pro- 
teína pequeña (167 aminoácidos) que al ll - 
bro actúa sobre los receptores del hipo A 
moderan el apetito. La leptina fue identificada original- 
mente como el producto del gen denominado OB 
(obeso) en ratones de laboratorio. Los ratones con dos 
copias defectuosas de este gen (genotipo ob/ob; las 
letras minúsculas indican una forma mutante del gen) 
muestran el comportamiento y la fisiología de animales 
en situación de ayuno permanente: sus niveles plasmá- 
ticos de cortisol son elevados, son incapaces de perma- 
necer calientes, crecen anormalmente, muestran un 
apetito ilimitado y no se reproducen. Como consecuen- 
cia de este último efecto se convierten en gravemente 
obesos, con un peso hasta tres veces superior al de un 
ratón normal (Fig. 23-34). También tienen desarreglos 
metabólicos similares a los de los animales diabéticos, y 
son resistentes a la insulina. Cuando se les inyecta lep- 
tina los ratones ob/ob, pierden peso y aumentan su 
actividad locomotora y la termogénesis. 

En los ratones se ha encontrado un segundo gen, 
designado DB (diabético), que también tiene un papel 
en la regulación del apetito. Los ratones con dos copias 
defectuosas (db/db) son obesos y diabéticos. El gen 
DB codifica el receptor de leptina. Cuando el recep- 


FIGURA 23-35 Regulación hipotalámica de la ingesta y gasto ener- 
gético. (a) Pape: del hipotálamo y su interacción con el tejido adiposo. El 
hipotálamo recibe una información (leptina) del tejido adiposo y res- 
ponde con señales neuronaies para los adipocitos. (b) Esta señal (nora- 
drenalina) activa la proteína quinasa A que desencadena la movilización 
de ácidos grasos de los TAG y su oxidación desacoplada en la mitocon- 
dría con la consiguiente generación de calor pero no de ATP. DAG, día- 
cilglicerol; MAG, monoacilglicero!. 


FIGURA 23-34 Un defecto en la producción de leptina causa obesi- 
dad. Los dos ratones, de la misma edad, tienen defectos en el gen OB. Al 
ratón de la derecha se le administró leptina purificada mediante una 
inyección diaria y pesa 35 g. El ratón de la izquierda no recibió leptina, y 
como consecuencia comió más y fue menos activo; pesa 67 g. (Fuente: 
The Rockefeller University/AP Photp.] 
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tor es defectuoso, se pierde la función señalizadora de 
la leptina. 

El receptor de leptina se expresa principalmente 
en las regiones del cerebro que regulan el comporta- 
miento alimenticio (las neuronas del núcleo arcuato 
del hipotálamo (Fig. 23-354). La leptina vehicula el 
mensaje de que las reservas de grasa son suficientes y 
promueve una disminución de la ingestión de alimentos 
y un aumento del gasto energético. La interacción de la 
leptina con su receptor en el hipotálamo altera la emi- 
sión de señales neuronales a la región del cerebro que 
afecta al apetito. La leptina también estimula al sistema 
nervioso simpático, aumentando la presión sanguínea, 
el ritmo cardíaco y la termogénesis mediante el desaco- 
plamiento de las mitocondrias de los adipocitos marro- 
nes (Fig. 23-35b). Recuerde que la proteína desaco- 
plante o UCP1, forma un canal en la membrana mito- 
condrial interna que permite que los protones entren 
de nuevo en la matriz mitocondrial sin pasar a través 
del complejo de la ATP sintasa. Ello permite la oxida- 
ción continua de combustible (ácidos grasos en un 
adipocito marrón o beige) sin síntesis de ATP, disipan- 
do la energía en forma de calor y consumiendo calorías 
de la dieta o grasas almacenadas en cantidades poten- 
cialmente muy grandes. 


La leptina estimula la producción de hormonas peptídicas 
anorexigénicas 
Dos tipos de neuronas del núcleo arcuato controlan la 


ingestión y el metabolismo de 1 ombustj 
(Fig. 23-36). Las neuronas orexigéncaa A 
ras del apetito) estimulan el apetito, i 


liberando el neuropéptido Y (NPY), que hace que la 
siguiente neurona del circuito envíe al cerebro la señal 
¡Come! El nivel sanguíneo de NPY aumenta durante la 
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inanición, y está elevado en los ratones ob/ob y db/db. 
La elevada concentración de NPY probablemente sea la 
causa de la obesidad de estos ratones, que comen de 
forma voraz. 

Las neuronas anorexigénicas (supresoras del 
apetito) del núcleo arcuato producen la hormona esti- 
muladora de los a-melanocitos (a1-MSH,; también 
conocida como melanocortina), formada a partir de su 
precursor polipeptídico proopiomelanocortina (POMC; 
Fig. 23-5). La liberación de «4-MSH hace que la siguiente 
neurona del circuito envíe al cerebro la señal, ¡Para de 
comer! 

La cantidad de leptina liberada por el tejido adiposo 
depende tanto del número como del tamaño de los adi- 
pocitos. Cuando la pérdida de peso disminuye la masa 
de tejido graso, bajan los niveles de leptina en sangre, 
aumenta la producción de NPY y se invierten los proce- 
sos del tejido adiposo mostrados en la Figura 23-35. 
Disminuye el desacoplamiento, que enlentece ia termo- 
génesis, se ahorra combustible y la movilización de 
grasas es también más lenta en respuesta a una reduc- 
ción en la señalización por CAMP. El consumo de más 
alimento combinado con una utilización más eficiente 
del combustible da lugar a una recuperación de la reser- 
va de grasa en el tejido adiposo, que devuelve el sistema 
al equilibrio. 

La leptina también puede ser esencial para el desa- 
rrollo normal de los circuitos neuronales del hipotála- 
mo. En los ratones, el crecimiento de las fibras nervio- 
sas desde el núcleo arcuato durante el desarrollo cere- 
bral temprano es más lento en ausencia de leptina; se 

TWO tanto las señales orexigéricas como (en 

menor medida) las anorexigénicas emitidas por el hipo- 
tálamo. Es posible que los niveles de leptina durante el 
desarrollo de estos circuitos determinen los detalles de 
las conexiones de este sistema de regulación. 


La leptina desencadena una cascada de señalización 
que regula la expresión génica 


La señal de la leptina se transduce mediante un meca- 
mismo usado también por los receptores del interferón y 
de los factores de crecimiento, denominado sistema 
JAK-STAT (Fig. 23-37). El receptor de la leptina que 


FIGURA 23-36 Hormonas que controlan la ingesta. En el núcleo 
arcuato del hipotálamo, dos conjuntos de células neurosecretoras reci- 
ben información hormonal y transmiten señales neuronales a las células 
de los tejidos muscular, adiposo y hepático. La leptina y la insulina se 
liberan del tejido adiposo y dei páncreas, respectivamente, en proporción 
a la masa de grasa corporal. Las dos hormonas actúan sobre células 
neurosecretoras anorexigénicas para provocar la liberación de a-MSH 
(hormona estimulante de los melanocitos); la a-MSH transporta la señal 
a neuronas de segundo orden del hipotálamo que desconectan la seña- 
les para comer menos y metabolizar más combustible. La leptina y la 
insulina también actúan sobre células neurosecretoras orexigénicas para 
inhibir la liberación de NPY, reduciendo la señal “comer más” enviada a 
los tejidos. Tal como se describe más adelante en el texto, la hormona 
gástrica grelina estimula el apetito por activación de las células que 
expresan NPY; PYY, liberado en el colon, inhibe estas neuronas y de 
esta forma disminuye el apetito. Cada uno de los dos tipos de células 
neurosecretoras inhibe la producción hormona! por el otro tipo, de modo 
que cualquier estimulo que active las células orexigénicas inactiva las 
células anorexigénicas, y viceversa, Esto refuerza el efecto de las señales 
estimuladoras. 
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FIGURA 23-37 Mecanismo JAK-STAT de transducción de la señal de 
la leptina en el hipotálamo. La unión de ta eptina induce la dimerización 
del receptor de leptina, seguida de la fosforilación de residuos Tyr espe- 
cíficos del dominio citosólicodel receptor, catalizada por la Janus quinasa 
(JAK). Las STAT, que se unen al receptor fosforilado de leptina se fosfori- 
lan a continuación en residuos Tyr por una actividad separada de jAK. 
Las STAT dimerizan por interacción reciproca con los residuos de ®)-Tyr 
y entran en el núcleo donde se unen a secuencias reguladoras especifi- 
cas de! DNA y modifican la expresión de ciertos genes. Finalmente, los 
productos de estos genes influyen en el comportamient enticio y 
en el gasto energético del organismo. [Fuente: arora GG k 


y B. Staels, Lancet, 351:737, 1998, Fig. 2.) 

tiene un solo segmento transmembrana, dimeriza cuan- 
do la leptina se une a los dominios extracelulares de dos 
monómeros. Ambos monómeros se fosforilan en un 
residuo Tyr del dominio intracelular por una Janus 
quinasa (JAK). Los residuos @}Tyr se convierten en 
los sitios de unión de tres proteínas de transducción de 
señales y activadoras de la transcripción (STAT 3,5 y 
6, a veces llamados fat-STAT). Una vez unidos, los STAT 
se fosforilan en residuos Tyr por la misma JAK. Después 
de la fosforilación, los STAT dimerizan y, a continuación, 
se trasladan al núcleo, donde se unen a secuencias 
específicas de DNA y estimulan la expresión de genes 
diana, entre ellos el gen de la POMC, a partir del cual se 
obtiene la a-MSH, 

El aumento del catabolismo y la termogénesis des- 
encadenados por la leptina se debe, en parte, al aumen- 
to de la síntesis de mitocondrias en los adipocitos 
marrones y beige. La leptina estimula la síntesis de 
UCP1 al alterar las transmisiones sinápticas de las neu- 
ronas del núcleo arcuato al tejido adiposo y a otros 
tejidos a través del sistema nervioso simpático. En estos 
tejidos la leptina provoca un aumento de la liberación 
de noradrenalina que actúa a través de los receptores 
P,-adrenérgicos para estimular la transcripción del gen 
UCPI. El desacoplamiento resultante entre la transfe- 
rencia de electrones y la fosforilación oxidativa consu- 
me Brasa y es termogénico (Fig. 23-35). 

¿Podría ser la obesidad humana consecuencia de 
una producción insuficiente de leptina y, por tanto, ser 
tratable por inyección de leptina? Los niveles sanguí- 


neos de leptina son de hecho mucho más altos en ani- 
males obesos (mcluidos los humanos) que en los anima- 
les de masa corporal normal (excepto, claro está, en los 
mutantes ob/ob, que no pueden producir leptina). 
Algún elemento en el sistema de respuesta de la leptma 
debe ser defectuoso en los individuos obesos y el 
aumento de leptima es el resultado de un intento (falli- 
do) de superar la resistencia a la leptina. En los casos 
excepcionales de extrema obesidad en humanos, que 
tienen un gen de la leptina defectuoso (OB), la inyec- 
ción de leptma ha tenido como resultado una notable 
pérdida de peso. Sin embargo, en la inmensa mayoría de 
individuos obesos, el gen OB está intacto. En pruebas 
clínicas, la inyección de leptina no tuvo el efecto de 
pérdida de peso observada en los ratones obesos ob/ob. 
Es evidente que en la mayor parte de casos de obesidad 
humana intervienen otros factores además de la leptina. 


El sistema de la leptina puede haber evolucionado 
para regular la respuesta a la inanición 


El sistema de la leptina probablemente haya evolucio- 
nado para ajustar la actividad y el metabolismo del 
animal durante los períodos de ayuno e inanición, no 
como un medio de prevenir el aumento de peso. La 
reducción del nivel de leptina desencadenada por la 
deficiencia nutricional invierte los procesos termogéni- 
cos ilustrados en la Figura 23-35, lo que permite la 
conservación de combustible. En el hipotálamo un des- 
censo en la señal de leptina también provoca la dismi- 
gución de la producción de hormona tiroidea (que 
iT popolismo basal), la disminución de la 
. hormonas sexuales (que impide la 
reproducción) y un aumento de la producción de gluco- 
corticoides (que moviliza las reservas corporales gene- 
radoras de combustible). Al minimizar el gasto energé- 
tico y maximizar el uso de las reservas de energía 
endógenas, estas respuestas en las que interviene la 
leptina pueden permitir la supervivencia en períodos de 
privación nutricional severa. En el hígado y el músculo, 
la leptina activa AMPK, la proteína quinasa activa- 
da por AMP (véase más adelante), que inhibe la sínte- 
sis de ácidos grasos y activa su oxidación, favoreciendo 
los procesos de generación de energía. 


La insulina también actúa en el núcleo arcuato 
para regular la ingesta y la conservación de energía 


La secreción de insulina puede reflejar tanto el tamaño 
de las reservas de grasa (adiposidad) como el equilibrio 
energético momentáneo (nivel de glucosa en sangre). 
Además de sus acciones endocrinas en diversos tejidos 
la insulina actúa sobre el sistema nervioso central (en el 
hipotálamo) inhibiendo el apetito (Fig. 23-36). Los 
receptores de insulina en las neuronas orexigénicas del 
núcleo arcuato inhiben la liberación de NPY mientras 
que los receptores de insulina en las neuronas anorexi- 
génicas estimulan la producción de a-MSH, disminu- 
yendo de este modo la ingesta energética e incremen- 
tando la termogénesis. Mediante mecanismos discuti- 
dos en la Sección 23.3, la insulina también indica a los 
tejidos muscular, hepático y adiposo que aumenten la 
conversión de glucosa en acetil-CoA, material de parti- 
da para la síntesis de grasas. 


La adiponectina actúa a través de la AMPK para aumentar 
la respuesta a la insulina 


La adiponectina es una hormona peptídica producida 
casi exclusivamente por el tejido adiposo. Se trata de 
una adipoquina que sensibiliza otros órganos frente a 
los efectos de la insulina. La adiponectina circula por la 
sangre y afecta el metabolismo de los ácidos grasos y de 
los glúcidos en el hígado y el músculo. Aumenta la cap- 
tación de ácidos grasos de la sangre por los miocitos y 
la velocidad a la que experimentan la 9-oxidación en el 
músculo. También bloquea la síntesis de ácidos grasos y 
la gluconeogénesis en los hepatocitos y estimula la cap- 
tación y el catabolismo de la glucosa en el músculo y el 
hígado. 

Estos efectos de la adiponectinma son mdirectos y no 
totalmente comprendidos, pero en muchos casos inter- 
viene claramente la AMPK. La adiponectina provoca la 
fosforilación y la activación de la AMPK, actuando a 
través de su GPGR. Recuérdese que la AMPK se activa 
mediante factores que indican la conveniencia de des- 
plazar el metabolisino a favor de la producción de ener- 
gía y en detrimento de las biosíntesis (Fig. 23-38; 
véanse también las pp. 582-583). Cuando está activada, 
la AMPK afecta profundamente el metabolismo de las 
células individuales y, a través de sus acciones sobre el 
cerebro, el metabolismo del animal entero. 


La AMPK coordina catabolismo y anabolismo en respuesta 
al estrés metabólico 


La AMPK se ha convertido en un acto 
coordinación de las rutas metabólicashena tact 

del organismo y en el comportamiento alimentario 
(Fig. 23-39). Esta proteína quinasa activada por AMP 
monitoriza el status energético y de nutrición en célu- 
las individuales y desplaza el metabolismo hacia la 
generación de energía cuando es necesario para mante- 
ner la homeostasis metabólica. Además, al responder a 
una serie de señales hormonales, la AMPK actúa en el 
hipotálamo para mantener el organismo entero en 
equilibrio energético (Fig. 23-12). 

La AMPK sigue el status energético de una célula a 
través de su respuesta a la [AMP]. Muchas de las reac- 
ciones que consumen energía en las células convierten 
el ATP en ADP o AMP. La adenilato quinasa cataliza la 
reacción 24DP ——. AMP + ATP, por lo que la [AMP] es 


adenilato quinasa 


ATP + AMP  __ 2A DP 


Procesos que consumen ATP 
(biosíntesis, transporte, etc.) 


Procesos que producen ATP 
(oxidación de glucosa, ácidos grasos, etc.) 


venenos 
metabólicos 
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una medida sensible del status energético de la célula 
(véase la Tabla 15-4). La unión de AMP activa alostéri- 
camente la AMPK mientras que el ATP impide la unión 
de AMP, por lo que se activa el enzima cuando la célula 
está mermada de energía (elevada [AMP]) y se inactiva 
cuando rebosa de energía (elevada [ATP] y alta [ATP]/ 
[AMP]). La AMPK responde a las necesidades energéti- 
cas del organismo entero mediante un segundo modo de 
regulación. El enzima se activa en un factor de 100 por 
fosforilación de La Thr’? por la quinasa B1 hepática 
(LKB1), que es, a su vez, regulada por componentes 
precedentes de la vía, incluida la adiponectina. Cuando 
se activa por fosforilación y unión de AMP, la AMPK 
fosforila enzimas específicos de rutas metabólicas cru- 
ciales para la homeostasis energética. 

Cuando la AMPK detecta la carencia de ATP en una 
célula individual, se inhibe la síntesis de lípidos y se esti- 
mula la utilización de lípidos como combustible. La ace- 
til-CoA carboxilasa, que produce malonil-CoA, primer 
intermediario comprometido en la síntesis de ácidos 
grasos, es uno de los enzimas regulados por la AMPK en 
el hígado y en el tejido adiposo. El malonil-CoA es un 
potente inhibidor del enzima carnitina aciltransferasa I, 
que inicia el proceso de la F-oxidación al transportar 
ácidos grasos al interior de la mitocondria (véase la Fig. 
17-6). Al fosforilar e inactivar la acil-CoA carboxilasa, la 
AMPK inhibe la síntesis de ácidos grasos al tiempo que 
libera la inhibición (por el malonil-CoA) de la 2-oxida- 
ción (Fig. 17-13). La síntesis de colesterol, que consume 
mucha energía, también es inhibida por la AMPK, que 
fosforila e inactiva la HMG-CoA reductasa (véase la Fig. 

modo parecido, la AMPK inhibe la ácido graso 
sintasa y la acil transferasa, bloqueando de manera efec- 
tiva la sintesis de TAG. Además de estos efectos sobre el 
metabolismo lipídico, la AMPK inhibe la síntesis de glu- 
cógeno y de proteína (Fig. 23-39). Un suministro inade- 
cuado de oxígeno (hipoxia) o de glucosa sanguínea 
(hipoglucemia) son algunos de los agentes estresantes 
que desencadenan la activación de la AMPK. 

En el hipotálamo, la AMPK puede recibir diversas 
señales de todo el cuerpo (Fig. 23-12). La grelina y la 
adiponectina indican “estómago vacío” y “tejido merma- 
do de grasas” y, al igual que la baja glucosa sanguínea, 
desencadenan señales hipotalámicas, a través de la 
AMPK, que estimulan la ingestión de alimentos y la 
inhibición de procesos biosintéticos que requieren ener- 


FIGURA 23-38 Papel de la proteina quinasa activada por AMP 
(AMPK) en el mantenimiento de la homeostasis energética. El ADP 
producido por las reacciones de síntesis se convierte en ATP y AMP por 
la adenilato quinasa. El AMP activa la AMPK, que regula reciprocamente 
las rutas consumidoras y generadoras de ATP fostorilando enzimas clave 
(véase la Fig. 23-39) Condiciones o agentes que inhiben la producción 
de ATP por reacciones catabólicas (tales como la hipoxia, falta de glu- 
cosa, venenos metabólicos) aumentan la [AMP], activan la AMPK y 
estimulan el catabolismo. Las actividades celulares o del organismo que 
consumen ATP (contracción muscular, crecimiento) aumentan [AMP] y 
estimulan reacciones catabólicas para reponer el ATP. Cuando la [ATP] 
es elevada, el ATP impide la unión del AMP a la AMPK, disminuyendo 
así ¡a actividad AMPK y enlenteciendo el catabolismo. 
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FIGURA 23-39 Formación de adiponectina y sus efectos a través de 
la AMPK. El ayuno prolongado o la inanición disminuyen las reservas 
de triacilgliceroles en el tejido adiposo, lo que estimula la síntesis y 
liberación de adiponectina por los adipocitos, El aurnento de la adipo- 
nectina plasmática actúa a través de sus receptores de la membrana 
plasmática sobre varios tipos celulares y órganos inhibie los proce- 
sos que consumen energía y estimulando los que ta producer La adi 

ponectina actúa a través de sus receptores en el cerebro Y 
ingesta e inhibiendo la actividad física que consume energía, así como 
inhibiendo la lermogénesis en la grasa marrón. La adiponectina ejerce 
sus efectos metabólicos activando la AMPK, que regula (por fosforita- 
ción) enzimas especificos de procesos metabálicos clave (véase la Fig. 


gía. La leptina, tal como hemos visto, lleva al cerebro la 
señal “el tejido adiposo está lleno” con lo que los proce- 
sos catabólicos se hacen más lentos y se favorecen el 
crecimiento y la biosíntesis. 

La AMPK es un complejo heterotrimérico en todos 
los eucariotas (Fig. 23-40). En los mamíferos, las 
diferentes isoformas de cada subunidad están codifica- 
das por genes diferentes. Hay, al menos, 12 combina- 
ciones de las tres subunidades, algunas de las cuales se 
sabe que solo se expresan en un tejido. El módulo 
catalítico tiene el dominio típico de las proteína quina- 
sa. El módulo regulador tiene cuatro sitios potenciales 
de unión de AMP, a cierta distancia del sitio catalítico. 
Una hendidura profunda de fijación del sustrato inclu- 
ye la Thr'”, que, cuando está fosforilada, según se ha 
explicado anteriormente, activa el enzima en un factor 
de 100. 

En la superficie citoplasmática de los lisosomas, la 
AMPK interacciona con un segundo regulador principal 
de la actividad celular, la proteína quinasa mTORCI1. 
Este complejo enzimático evalúa si hay suficientes 
nutrientes y sustratos de baja masa molecular para sos- 
tener el crecimiento celular y la proliferación. Conjunta- 
mente, las dos proteína quinasas controlan aspectos 
principales de la actividad y destino de una célula. 


} lipólisis 


į síntesis de 
colesterol 


15-8) PFK-2, fostofructoquinasa-2; GLUT? y GLUTA, transportadores 
de glucosa; FAS |, ácido graso sintasa li; ACC, acetil-CoA carboxilasa, 
HSL, lipasa sensible a hormonas; HMGR, HMG-CoA reductasa; GPAT, 
una acil transferasa; G5, glucógeno sintasa; eEF2, factor de elongación 
eucariótico 2 (necesario en la síntesis proteica; véase el Capítulo 27); 
ac diana en mamíferos de la rapamicina (una proteína quinasa 
aj» SLON proteica según la disponibilidad de nutrientes; 
FATA y . Los fármacos de tiazolidinodiona activan el factor 
de transcripción PPARy (véanse las Figs. 23-42, 23-43) que, a su vez, 
activan la síntesis de adiponectina activando indirectamente la AMPK. 
El ejercicio, a través de la conversión de ATP en ADP y AMP, también 
estimula la AMPK. 


La ruta mTORC1 coordina el crecimiento celular con 
el suministro de nutrientes y energía 


La Ser/Thr quinasa, de cinco subunidades, mTORC1, 
que está muy conservada, se activa por la acción de 
señales intra- y extracelulares que indican suministros 
de energía y nutrientes abundantes; aminoácidos de 
cadena lateral ramificada, insulina y una elevada razón 
[ATP//[AMP]. Cuando los nutrientes son suficientes, uno 
o más de los componentes de la mTORC1 mantienen 
todo el complejo en la superficie exterior de los lisoso- 
mas. Una vez activada, la mTORCI1 fosforila varios fac- 
tores de transcripción lo que conduce a un aumento de 
la biogénesis ribosómica y a un aumento de la expresión 
de los genes que codifican los enzimas de la síntesis de 
lípidos, a la proliferación mitocondrial y a un aumento 
de la biogénesis de ribosomas (Fig. 23-41). El ayuno 
da lugar a la inactivación de la mTORC1 con la conse- 
cuencia de un aumento en la degradación de proteínas 
y glucógeno en el hígado y músculo y a una movilización 
de TAG en el tejido adiposo. La activación crónica de la 
mTORC1 por un exceso de ingesta produce un exceso 
de deposición de TAG en el tejido adiposo y también en 
el hígado y músculo, que puede contribuir a la insensi- 
bilidad a la insulina y a diabetes tipo 2 (véase la Sección 
23.5). Las mutaciones que dan lugar a una mTORCI 


Dominio de unión de glucógeno 


Subunidad 3 Y 29. AY 
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Subunidad « 


Dominio 
catalítico 


5) 


Dominio 


Dominia Región imio 
de unión de 02 PA autoinhibidor 
nucleótido 


Subunidad ~y 


constantemente activada también están frecuentemen- 
te asociadas con cánceres humanos. 


La dieta regula la expresión de genes cruciales 
para el mantenimiento de la masa corporal 
Proteínas de una familia de factores de transcripción 


activados por ligandoconocidos co recepto 
peroxisómicos activados por prolif: 
responden a cambios en los lípidos de 


TT. adelante). 
'ARa se expresa en el hígado, riñón, corazón, 


la expresión de genes que intervienen en el metabolismo 
de grasas y glúcidos. Estos factores de transcripción se 
identificaron por primera vez por su función en la sínte- 
sis de peroxisomas, de ahí su nombre. Sus ligandos nor- 
males son ácidos grasos o derivados de ácidos grasos, 
pero también pueden unir agonistas sintéticos y pueden 
ser activados por manipulación genética en el laborato- 
rio. Los PPARa, PPAR$ y PPARy son miembros de esta 
superfamilia de receptores nucleares. Actúan en el 
núcleo formando heterodímeros con otro receptor 
nuclear, el RXR, uniéndose seguidamente a regiones 
reguladoras de DNA cerca de los genes bajo su control y 
cambiando su velocidad de transcripción (Fig. 23-42). 
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FIGURA 23-40 Estructura de la AMPK. El enzima es un heterotrímero 
con dos mitades distintas un módulo catalítico y un módulo de unión de 
nucleótido con cuatro sitios de unión de nucleátido. La región bisagra 
que conecta estos dos módulos contiene un dominio autoinhibidor, que, 
en ausencia de AMP unido, ocupa el sitio de unión de sustrato inacti- 
vando el enzima. Cuando hay AMP unido, un cambio alostérico estira el 
segmento autoinhibidor fuera del sitio de unión de sustrato, dando paso 
a la unión de proteinas diana específicas y activando el enzima. Cuando 
hay ATP unido al módulo de unión de nucleótido los dos fosfatos extra 
del ATP impiden de algún modo la activación alostérica. La Thr”””, que, 
cuando está fosforilada activa el enzima en un factor de 100, se encuen- 
tra en la región entre los módulos catalítico y de unión de nucleótido. Un 
dominio de unión de glucógeno en el módulo catalítico probablemente 
interviene en la unión de la AMPK a partículas de glucógeno, en donde 
el enzima actúa para equilibrar la síntesis y degradación del glucógeno. 
[Fuente: PDB ID 4CFE, B. Xiao et al., Nature Coomun. 4:3017, 2013.] 


PPAR, se expresa en diversos tejidos, incluido el 
tejido adiposo (marrón, beige y blanco), es necesario en 
la activación de genes requeridos en la diferenciación 
de fibroblastos en adipocitos y de genes que codifican 
proteínas utilizadas en la síntesis y almacenamiento de 
lípidos en los adipocitos (Fig. 23-43). El PPARy se 
activa por fármacos de la clase de las tiazolidinadionas 
utilizadas en el tratamiento de la diabetes tipo 2 (se 


músculo esquelético y en el tejido adiposo marrón. 
Entre los ligandos que activan este factor de transcrip- 
ción se encuentran los icosanoides, los ácidos grasos 
libres y los fármacos denominados fibratos, tales como 
el fenofibrato (TriCor) y el ciprofibrato, que se usan 
para tratar las enfermedades coronarias, pues fomentan 
el aumento de las HDL y la disminución de los TAG de 
la sangre. En los hepatocitos, el PPARa activa los genes 
necesarios para la oxidación de ácidos grasos y para 
la formación de cuerpos cetónicos durante el ayuno. 

El PPARÓ y el PPAR son reguladores clave de la 
oxidación de grasas que actúan en respuesta a los cam- 
bios en los lípidos de la dieta. PPARÉ actúa en el hígado 


FIGURA 23-41 mTORCI1 estimula el crecimiento y la proli- 
feración celulares cuando hay una nutrición adecuada. 
mTORC1 es una Ser/Thr proteína quinasa activada por facto- 


a res de crecimiento y metabolitos que indican un estado nutri- 
z Glucólisis TT Angjoginesis cional adecuado Mediante fosforilación de proteínas diana 
2 AY EN 7 aaa claves, mTORC1 activa la producción de energia (ATP y 
5 [Captación de glucosa «—=  mTORC1 Z —» O NADPH} para la biosíntesis y estimula la síntesis de protei- 
9 « a ES nas y lípidos lo que permite el crecimiento y la proliferación 
3 PPP SAT Adipogėnesis celulares. PPP ruta de las pentosas fosfato; HIF-1, factor de 
à NADPH PPAR) psi transcripción inducible de ta hipoxia; PGC-1a, coactivador-la 

WU A AAA de PPAR; PPAR, receptor de peroxisomas activado por proli- 

Pentosas 


Crecimiento y proliferación celulares 


ferador; FA, ácidos grasos. [Fuente: Información de J. L. 
Yecies y B. D. Manning, J. Mol. Biol. 89:221, 2011, Fig. 2.] 
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Ligando nales (db/db), el PPARÉ activado impide el desarrollo 
de la obesidad que en caso contrario se hubiese produ- 
cido. Al estimular la degradación de ácidos grasos en 
mitocondrias desacopladas, el PPARÓó provoca la dismi- 
nución de las grasas, pérdida de peso y termogénesis. A 
la luz de todo esto, la termogénesis es tanto un medio 
para mantenerse caliente como una defensa contra la 
obesidad. Está claro que el PPAR es una diana poten- 
cial de los medicamentos para el tratamiento de la obe- 
sidad. 


La grelina, la PYY, , y los cannabinoides influyen 
en los hábitos de ingesta a corto plazo 


La hormona peptídica grelina está producida por célu- 
las que revisten el estómago. Se identificó originalmente 
como el estímulo para la liberación de la hormona de 
f n crecimiento (ghre es una raíz proto-indo-europea que 
E A AS E T significa “crecimiento”), y se vio posteriormente que era 
Elemento de respuesta (secuencia o un estimulante poderoso del apetito que actúa en una 
de DNA que regula la transcripción escala de tiempo más corta (entre comidas) que la lep- 
en respuesta al ligando L de PPAR) e ' i : 
tina y la insulina. Los receptores de grelina están situa- 
dos en la hipófisis, presumiblemente interviene en la 
liberación de la hormona del crecimiento, y en el hipo- 
tálamo, donde afecta al apetito, así como en el músculo 


FIGURA 23-42 Modo de acción de los PPAR. Los PPAR son factores 
de transcripción que al unirse a su ligando específico (L) forman hetero- 


dimeros con el receptor nuclear RXR. El dimero se une a regiones espe- , a É : a | 
cíficas del DNA conocidas como elementos de respuesta, y de este cardíaco y en el tejido adiposo. La grelina actúa a través 


modo estimula la transcripción de los genes de estas regiones. [Fuente: de un GPCR y genera el segundo mensajero IP z que 
información de R. M. Evans et al, Nature Med. 10:355, 2004, Fig. 3.) interviene en la acción de la hormona. La concentración 
de grelina en sangre fluctúa de forma manifiesta durante 
el día, con un máximo justo antes de una comida y un 
scenso _abrupto justo después de la comida 
inyección de grelina a produce sensa- 
iones inmediatas de hambre intensa en humanos. Los 
individuos con el síndrome de Prader-Willi, cuyos niveles 
sanguíneos de grelina son excepcionalmente elevados, 
tienen un apetito incontrolable que provoca una obesi- 
dad extrema que, frecuentemente, lleva a la muerte 
antes de los 30 años de edad. 
La PYY, ,, es una hormona peptídica (34 residuos 
aminoácidos) secretada por células endocrinas del 
revestimiento del intestino delgado y del colon en res- 


y en el músculo estimulando la transcripción de al 
menos nueve genes que codifican proteínas 
dación y para la disipación de energía a tra S 
acoplamiento de las mitocondrias. Ratones normales 
sobrealimentados con dietas ricas en grasas acumulan 
grandes cantidades de grasa blanca y se acumulan gotí- 
culas de grasa en el hígado. Cuando el mismo experi- 
mento de sobrealimentación se realiza con ratones que 
tienen PPARÁ alterado genéticamente, de modo que 
siempre es activo, no se produce la acumulación de 
grasa. En ratones con receptores de leptina no funcio- 


FIGURA 23-43 Integración metabólica por los 
PPAR. Las tres isoformas de los PPAR regulan la 
homeostasis de los tipidos y la glucosa mediante 
efectos coordinados sobre la expresión génica en 
el hígado, músculo y tejido adiposo. PPARa y 
PPAR (y su isoforma muy parecida PPARØ) 
regulan la utilización de los lípidos; PPAR regula 
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FIGURA 23-44 Variaciones sanguíneas de la glucosa, grelina e insu- 
fina en relación con los horarios de comida. (a) Los niveles plasmáticos 
de grelina aumentan abruptamente justo antes de la hora normal de las 
comidas (7 de la mañana para el desayuno, 12 para la comida de medio- 
día, 17,30 para la cena) y caen rápidamente inmediatamente después de 
las comidas, en paralelo con la sensación subjetiva de hambre. (b) La 
glucosa en plasma aumenta abruptamente después de una comida, (c) 
seguido inmediatamente de un aumento de insulina como respuesta al 
incremento en ta concentración de glucosa en sangre. [Fuentes: (a, c) 
Datos de D. £, Cummings et al., Diabetes 50:1714, 2001, Fig. 1. (b) Datos 
de M, D. Feher y C. ). Bailey, Br. J. Diabet. Vasc. Dis. 4:39, 2004.] 


puesta a la entrada de alimento desde el estómago. El 
nivel de PYY, en sangre aumenta después de una 
comida y permanece elevado durante unas horas. La 
hormona se transporta por la sangre hasta el núcleo 
arcuato donde actúa sobre las neuronas orexigénicas, 
inhibiendo la liberación de NPY y reduciendo el hambre 
(Fig. 23-36). Los humanos a los que se inyecta PYY, ., 
tienen poco apetito y comen cantidades inferiores a las 
normales durante unas 12 horas. 

La O-GIcNAc transferasa (OGT) es un enzima 
que actúa amortiguando el apetito. Este enzima trans- 
fiere el aminoazúcar M-acetil glucosamina desde el 
nucleótido azúcar UDP-GIcNAc al grupo hidroxilo de 
cadenas laterales de Ser y Thr. Entre sus dianas se 
encuentran proteínas sinápticas de neuronas en el 
núcleo paraventricular del hipotálamo. Cuando se inhi- 
be la OGT en ratones de experimentación, estos comen 
casi el doble que los animales control y triplican su teji- 
do adiposo en dos semanas. La actividad OGT en rato- 
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FIGURA 23-45 Cannabinoides. Dos endacannabinoides producidos 
por animales y el producto psicotrópico vegetal tetrahidrocannabino! 
(THC) presente en la marihuana. 


nes control aumenta cuando hay alimento disponible, lo 
que conduce a un modelo para la saciedad en el que el 
acceso al alimento activa la OGT en neuronas críticas 
del núcieo paraventricular, Después de un lapso (el 
período de la comida), la modificación postraducción de 


¿SN ATON sinápticas por la OGT desencadena poten- 


acción que transportan el mensaje: ¡Para de 
comer! Sin este mensaje, el animal come el doble y se 
vuelve obeso. 

Los endocannabinoides (Fig. 23-45) son men- 
sajeros lipídicos que actúan a través de receptores 
específicos en el cerebro y por todo el sistema nervioso 
incrementando el apetito, elevando la respuesta senso- 
rial al alimento (especialmente alimentos dulces y gra- 
sos) y elevando el estado de ánimo. Cuando la comida 
entra en la boca, las señales neuronales viajan hasta el 
cerebro, y desde allí por el nervio vago hasta el intesti- 
no que, entonces, produe y libera endocannabinoides. 
Los receptores de los endocannabinoides son GPCR 
que controlan canales iónicos de neuronas sensoriales, 
cambiando sus potenciales de membrana y enviando 
señales al cerebro. Alimentos gustosos detectados de 
esta manera incentivan el consumo adicional de estos 
alimentos. El gusto de las grasas (que tienen un conte- 
nido calórico especialmente elevado) promueven la 
liberación de cannabinoides, que de modo efectivo 
provocan el consumo adicional. Bien conservado a tra- 
vés de las especies de vertebrados, este sistema evolu- 
cionó probablemente para maximizar la ingestión de 
comida y para proteger contra la inanición. En los 
mamíferos, la acción de los cannabinoides estimula un 
incremento en la masa de grasa e inhibe la pérdida de 
energía por la actividad motora o la termogénesis. Los 
receptores de los cannabinoides también intervienen 
en los efectos psicoactivos del tetrahidrocannabinol 
(Fig. 23-45), uno de los ingredientes activos de la mari- 
huana, conocido desde hace tiempo por su efecto esti- 
mulante sobre el apetito. 


940 Regulación hormonal e integración del metabolismo de los mamíferos 


Placa ateroesclerótica 


Alimento 


LA 
3 Activación \ 


l e 3 gri ù S L de macrófagos y 


y t Transporte directo de colesterol PS 
| $ F 3 $ Transporte inverso de colesterol 
YE |t Disponibilidad de energía | | 


ai e it Señalización GPCR | 
A ln 


ya 


| t Activación de BAT 
| t Gasto energético | 
| } inflamación 

t Sensibilidad | 


a la insulina 


Órgano 
endocrino 
de la 
microbiota 
intestinal 


T” oE 
ÅJ 


FIGURA 23-46 Efectos del metabolismo de los microbios intestinales 
sobre la salud. El enorme número y diversidad de los microorganismos 
(microbiota) en el colon genera productos metabólicos que pueden 
tener efectos significativos, tanto positivos como nega sobre la 
salud. Por ejemplo, el metabolismo de los ácidos biliares 

microbiota da lugar a productos secundarios que actúan a través de 
receptores nucleares estimulando la termogénesis en el tejido aciposo 
marrón (BAT) del huésped e incrementando tanto el consumo energé- 
tico como la sensibilidad a la insulina al tiempo que reducen la inflama- 
ción. El metabolismo por la microbiota de giúcidos no digeridos produce 
ácidos grasos de cadena corta (SCFA) que señalan 'a expansión del 
tejido adiposo blanco (WAT) del huésped, lo que promueve la obesidad. 
Los SCFA producidos por la microbiota también son una fuente de ener- 
gía fácilmente metabolizable por el huésped. La producción microbiana 
dei 5CFA propionato impide la lipogénesis en el hígado y disminuye el 
colesterol en sangre, las dos cosas favorables para la salud, Por atro lado, 
la conversión metabólica de la fostatidilcolima y la 1-carnitina a trimetila- 
mina (TMA) y su posterior conversión en el higado a trimetilami- 
na-N-óxido (TMAO) da lugar a cambios a través de receptor en el trans- 
porte de colesterol y actividad de los macrófagos. La combinación de un 
transporte de colesterol alterado y un aumento de la actividad de ¡os 
macrófagos puede llevar a la formación de placas ateroscleróticas 
(véase la Fig. 21-46). El conocimiento de cómo los individuos pueden 
conseguir y mantener un equilibrio saludable de ta microbiota constituye 
un reto mayúsculo para el futuro, 


Simbiontes microbianos del intestino influyen 
sobre el metabolismo energético y la adipogénesis 


Una persona adulta alberga alrededor de 10'* células 
microbianas que habitan en el intestino. Estos micro- 
bios funcionan como un órgano endocrino importante, 
produciendo una diversidad de metabolitos con efectos 
profundos sobre el metabolismo, comportamiento ali- 
mentario y masa corporal del huésped. Los individuos 
delgados y los obesos contienen combinaciones diferen- 
tes de simbiontes microbianos en el intestino. Investiga- 
ciones sobre esta observación condujeron al descubri- 


miento de que los microbios del intestino liberan pro- 
ductos de fermentación: ácidos grasos de cadena corta 
tales como acetato, propionato, butirato y lactato, que 
entran en el torrente circulatorio y desencadenan cam- 
bios metabólicos en el tejido adiposo (Fig. 23-46). El 
propionato, por ejemplo, impulsa la expansión del WAT 
al actuar sobre GPCR (GPRA4A1 y GPR43) en las membra- 
nas plasmáticas de diversos tipos celulares, incluidos los 
adipocitos. Estos receptores desencadenan la diferen- 
ciación de células precursoras (preadipocitos) a adipo- 
citos e inhiben la lipólisis en los adipocitos ya existentes 
lo que lleva a un incremento de la masa del WAT, es 
decir, obesidad. Los microbios intestinales también con- 
vierten ácidos biliares primarios, sintetizados en el híga- 
do, en los ácidos biliares secundarios desoxicolato y 
litocolato, que entran en el torrente circulatorio y 
actúan a través de GPCR y receptores de esteroides 
activando los adipocitos beige para que produzcan 
UCP1 e incrementen el gasto energético. 

Estos descubrimientos sugieren la posibilidad de 
prevenir la obesidad mediante la alteración de la consti- 
tución de la comunidad microbiana en el intestino. Esto 
podría llevarse a cabo añadiendo, directamente al intes- 
tino, especies microbianas (probióticos) que se opon- 
drían a la adipogénesis, o bien añadiendo a la dieta 
nutrientes (prebióticos) que favorecerían el dominio 
de los microbios probióticos. Por ejemplo, los fructanos, 
polímeros de fructosa indigeribles para los animales, 
favorecen una comunidad microbiana específica. Cuan- 

o esta combinación de microorganismos está presente, 
j cenamiento de grasa en WAT e hígado 
jatti disminución de la sensibilidad a la 
insulina asociada con la obesidad y el depósito de lípi- 
dos en el hígado (véase más adelante). Investigadores 
han trasplantado incluso material fecal de un ratón 
delgado a uno obeso y han encontrado que en el intes- 
tino del animal receptor se establece una nueva colec- 
ción de microbios. Además, el animal pierde peso. 

Las células endocrinas presentes en el revestimien- 
to del tracto intestinal secretan productos, los péptidos 
anorexigénicos PYY, „ y GLP-1, así como el orexigénico 
grelina, que modulan la ingesta de alimento y el consu- 
mo energético. La interacción con microbios específicos 
del intestino, o con sus productos de fermentación, 
pueden ser desencadenantes de la liberación de estos 
péptidos. Un conocimiento de cómo interaccionan la 
dieta y los simbiontes microbianos para afectar el meta- 
bolismo energético y la adipogénesis es una clave 
importante para entender el desarrollo de la obesidad, 
el síndrome metabólico y la diabetes tipo 2. 

Este sistema de controles neuroendocrinos sobre la 
ingesta de alimento y el metabolismo, interconectado 
de manera exquisita, probablemente haya evolucionado 
para proteger contra la inanición y eliminar la acumula- 
ción contraproducente de grasa (obesidad extrema). La 
dificultad experimentada por muchas personas cuando 
imtentan perder peso es testimonio de la notable efecti- 
vidad de estos controles. 


RESUMEN 23.4 Obesidad y regulación de la masa corporal 


E La obesidad es cada vez más frecuente en los Esta- 
dos Unidos y otros países desarrollados y predispone a 
las personas a estados crónicos peligrosos para la vida 


tales como la enfermedad cardiovascular y la diabetes 
tipo 2. 

M El tejido adiposo produce la leptina, una hormona 
que regula la alimentación y el gasto energético para 
mantener reservas de grasa adecuadas. La producción y 
la liberación de leptina aumenta con el número y el 
tamaño de los adipocitos. 

E La leptina actúa sobre receptores del núcleo arcuato 
del hipotálamo y provoca la liberación de péptidos ano- 
rexígenos (que suprimen el apetito), entre ellos la «-MSH 
que actúa sobre el cerebro para inhibir la sensación de 
hambre. La leptina también estimula la acción del sistema 
nervioso simpático sobre los adipocitos, que tiene como 
consecuencia el desacoplamiento de la fosforilación oxi- 
dativa mitocondrial con la consiguiente termogénesis. 

E El mecanismo de transducción de señal de la leptina 
implica la fosforilación del sistema JAK-STAT. La fosfo- 
rilación por JAK posibilita que los STAT se unan a regio- 
nes reguladoras del DNA nuclear, alterando la expre- 
sión de genes que codifican proteínas que establecen el 
nivel de actividad metabólica y determinan el comporta- 
miento alimenticio. La insulina actúa sobre receptores 
del núcleo arcuato con resultados similares a los de la 
leptina. 

E La hormona adiponectina estimula la captación y 
oxidación de ácidos grasos e inhibe su síntesis. También 
sensibiliza el músculo y el hígado a la acción de la insu- 
lina. Para sus acciones ls adiponectina necesita la 
mediación de AMPK, que también es activada por 
[AMP] baja y el ejercicio. 

© La grelina, una hormona produci 
actúa sobre las neuronas orexigénicas 
apetito) del núcleo arcuato para producir hambre ante 
de una comida. La PYY, ,,, una hormona peptídica del 
mtestino, actúa en el mismo sitio reduciendo el apetito 
después de uma comida. Los endocannabinoides señalan 
la disponibilidad de alimento dulce o graso y estimulan 
su consumo. 

E Los simbiontes microbianos del intestino dan lugar 
a productos de fermentación y ácidos biliares secunda- 
rios. influyen sobre la liberación de hormonas intestina- 
les que regulan la masa corporal. 


23.5 Obesidad, síndrome metabólico y 
diabetes de tipo 2 


En el mundo industrializado, donde la disponibi- 

lidad de alimentos es más que adecuada, existe 
una epidemia creciente de obesidad y de diabetes tipo 
2 a ella asociada. En el mundo hay 300 millones de per- 
sonas con diabetes y las proyecciones razonables predi- 
cen un aumento espectacular de casos durante la próxi- 
ma década como consecuencia de la epidemia mundial 
de obesidad. La patología de la diabetes incluye enfer- 
medades cardiovasculares, fallo renal, ceguera, amputa- 
ciones debidas neuropatía y mala curación en las extre- 
midades que lleva a amputaciones. En el 2014, la mor- 
talidad global debida a la diabetes se calculó en 4 
millones, cifra que con toda seguridad aumentará en los 
próximos años. Es evidente que es necesario compren- 
der la diabetes tipo 2 y su relación con la obesidad y 
encontrar contramedidas que prevengan o reviertan el 
daño causado por esta enfermedad. $ 
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En la diabetes tipo 2 los tejidos se vuelven insensibles 
a la insulina 


El rasgo más genuino de la diabetes tipo 2 es el 
desarrollo de resistencia a la insulina: estado en 
el que se necesita más insulina para conseguir los mis- 
mos efectos biológicos producidos por una menor canti- 
dad de insulina en el estado de salud normal. En las 
primeras etapas de la enfermedad, las células 4 pan- 
creáticas secretan suficiente insulina para compensar la 
menor sensibilidad del músculo y el hígado a la insulina. 
Pero las células P finalmente sucumben y la falta de 
insulina se manifiesta por la incapacidad del organismo 
para regular la glucosa en sangre. El estadio intermedio, 
previo a la diabetes mellitus tipo 2, se denomina a veces 
síndrome metabólico o síndrome X. Éste se caracte- 
riza por obesidad, especialmente en el abdomen; hiper- 
tensión (alta presión sanguínea); lípidos sanguíneos 
anormales (TAG y LDL altos, HDL baja); glucosa en 
sangre ligeramente elevada en el ayuno y una capacidad 
disminuida para eliminar la glucosa en un test de tole- 
rancia a la glucosa. Los individuos con síndrome meta- 
bólico a menudo también muestran cambios en las pro- 
teínas sanguíneas, cambios que están asociados con la 
coagulación anormal (elevada concentración de fibrinó- 
geno) o la inflamación (elevada concentración de pépti- 
do C reactivo, que aumenta de modo característico en la 
respuesta inflamatoria). ¡Alrededor del 27% de la pobla- 
ción adulta de Estados Unidos presenta estos síntomas 
del síndrome metabólico! 
¿Qué es lo que predispone a los individuos con sín- 


(5, fi etabólico a desarrollar diabetes tipo 2? De 
UY 


con la hipótesis de la “toxicidad lipídica” 
(Fig. 23-47), la acción de la PPARy sobre los adipoci- 
tos los mantiene normalmente en disposición de sinteti- 
zar y almacenar triacilgliceroles (los adipocitos son 
sensibles a la insulina y producen leptina, que provoca 
el almacenamiento intracelular continuado de TAG). 
Sin embargo, en los individuos obesos el exceso de 
ingestión de calorías hace que los adipocitos estén relle- 
nos de TAG y que el tejido adiposo no pueda afrontar 
aumentos ulteriores de la demanda de almacenamiento 
de TAG. El tejido adiposo relleno de lípidos libera facto- 
res proteicos que atraen a los macrófagos, los cuales 
infiltran el tejido y pueden llegar a representar el 50% 
en peso del tejido adiposo. Los macrófagos desencade- 
nan la respuesta inflamatoria que interfiere en el depó- 
sito de TAG en los adipocitos y favorece la salida de 
ácidos grasos libres a la sangre. Este exceso de ácidos 
grasos penetra en las células hepáticas y musculares, en 
donde se convierten en TAG que se acumulan en forma 
de gotículas de lípido. Este depósito ectópico (del grie- 
go ektopos, “fuera de lugar”) de TAG provoca la insen- 
sibilidad a la insulina en el hígado y en el músculo, 
característica distintiva de la diabetes tipo 2. 

Según esta hipótesis, el exceso de ácidos grasos y 
TAG almacenados son tóxicos para el hígado y el mús- 
culo. Algunos individuos están menos dotados genética- 
mente para afrontar semejante carga de lípidos ectópi- 
cos y son más susceptibles al daño celular que conduce 
al desarrollo de la diabetes tipo 2. La resistencia a la 
insulina implica probablemente el deterioro de varios de 
los mecanismos a través de los cuales la insulina ejerce 
sus efectos metabólicos: cambios en los niveles de pro- 
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FIGURA 23-47 La sobrecarga de los adipocitos con triacilgliceroles 
desencadena la inflamación en el tejido graso y la deposición ectópica 
de lípidos y resistencia a la insulina en el músculo. En un individuo con 
una masa corporal sana, la captación de TAG de ta dieta se equilibra con 
la oxidación de TAG para obtener energía. En los individuos con sobre- 
peso, el exceso en la ingestión de calorías da lugar a adipocitos más 
grandes abarrotados con TAG e incapaces de almacenar más. Los adipo- 
citos agrandados secretan MCP-1 (proteína-1 de la quimiotaxis de mono- 
citos), que atrae macrófagos. Los macrófagos se infiltran en el tejido adi- 
poso y producen TNF a (factor œ de la necrosis tumoral) rovoca la 
degradación de lípidos y la liberación de ácidos grasos a 
ácidos entran en tos miocitos, donde se acumulan en donde se acumulan 
en forma de pequeñas gotículas de lípido. Este almacenamiento ectópico 
de lípidos en el músculo produce, de alguna manera, una resistencia a la 


teínas, cambios en las actividades de enzimas de señali- 
zación y de factores de transcripción. Por ejempio, 
tanto la síntesis de adiponectina en los adipocitos como 
la adiponectina en sangre disminuyen con la obesidad y 
aumentan con la pérdida de peso. 

Varios fármacos que aumentan la sensibilidad a la 
insulina en la diabetes tipo 2 actúan sobre proteínas 
específicas de las rutas de señalización y su acción está 
de acuerdo con el modelo de la lipotoxicidad. Las tiazo- 
lidinodionas (utilizadas para tratar la diabetes tipo 2; 
véase la Fig. 21-22) se unen al PPAR»y, activando una 
serie de genes específicos de los adipocitos que pro- 
mueven la diferenciación de los preadipocitos en adipo- 
citos pequeños y de este modo aumentan la capacidad 
del organismo para absorber ácidos grasos de la dieta y 
almacenarlos como TAG. 

Hay factores genéticos que claramente predisponen 
a la diabetes tipo 2. Aunque el 80% de diabéticos tipo 2 
son obesos, la mayoría de individuos obesos no desarro- 
lan diabetes tipo 2. Dada la complejidad de los mecanis- 
mos de regulación descritos en este capítulo no es sor- 
prendente que la genética de la diabetes sea compleja y 
que incluya interacciones entre genes variables y facto- 
res ambientales, entre los que se cuentan la dieta y el 
estilo de vida. Al menos 10 loci genéticos han sido aso- 
ciados con seguridad con la diabetes tipo 2; los cambios 
en uno solo de cualquiera de estos “diabetogenes” pro- 
ducirían un aumento relativamente pequeño de la pro- 
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Los macrófagos en el tejido 
adiposo producen TNFa que 
favorece la exportación de 
ácidos grasos. 


Los adipocitos exportan 
ácidos grasos al músculo en 
donde se forman depósitos 
ectópicos de lípido. 


17) El lipido ectópico interfiere 
con el desplazamiento de 
GLUTA a la superficie del 
miocito, produciendo 
resistencia a la insulina. 


AE 
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a la insulina con transporte 
de glucosa reducido 


insulina, quizás al producir proteína quinasas activadas por lípidos que 
inactivan algún elemento de la ruta de señalización de la insulina. Los 
transportadores de glucosa GLUT4 abandonan la superficie del miocito 
con lo que impiden la entrada de glucosa en el músculo; los miocitos son 
ahora, resistentes a la insulina. No pueden utilizar glucosa sanguinea 
como combustible por lo que movilizan ácidos grasos del tejido adiposo 
que constituyen ahora el combustible principal El incremento en la 
entrada de ácidos grasos hacia el interior del músculo conduce a una 
deposición adicional de lípidos ectópicos. En algunos individuos la resis- 
ia a la insulina se transforma en diabetes tipo 2, Otros individuos son 
s susceptibles a los efectos perjudiciales del alma- 
enamiento ectópico de lípidos o están genéticamente mejor dotados 
para gestionar este almacenamiento sin desarrollar diabetes. [Fuente: 
Información de Á. Guilherme et al., Mo! Cell Bioi. 9:367, 2008, Fig. 1.] 


babilidad de desarrollar diabetes tipo 2. Por ejemplo, los 
individuos con una variante del PPARy en la que un 
residuo Ala sustituye a la Pro en posición 12 muestran 
un pequeño pero significativo aumento del riesgo de 
desarrollar diabetes de tipo 2. $ 


La diabetes tipo 2 se trata con dieta, ejercicio, 
y medicación y cirugía 

Diversos estudios muestran que hay tres facto- 

res que mejoran la salud de los individuos con 
diabetes tipo 2: dieta restringida, ejercicio regular y 
fármacos que aumenten la sensibilidad a la insulina o 
su producción. La dieta restringida (y la consiguiente 
pérdida de peso) reduce la carga general del manejo de 
los ácidos grasos. La composición lipídica de la dieta 
influye, a través de los PPAR y otros factores de trans- 
cripción, en la expresión de genes que codifican proteí- 
nas implicadas en la oxidación de los ácidos grasos y en 
la combustión de la grasa. El ejercicio activa la AMPK, 
al igual que la adiponectina; el AMPK desplaza el meta- 
bolismo hacia la oxidación de las grasas e inhibe la 
síntesis de las mismas. 

El ejercicio consume calorías ny de esta forma con- 
tribuye directamente a la pérdida de peso. El ejercicio 
también aumenta la liberación de irisina del músculo a 
la sangre. La irisina aumenta la expresión de los genes 
UCPI en el WAT y también estimula el desarrollo de 
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TABLA 23-8 Tratamientos de la diabetes mellitus tipo 2 

Intervención/tratamiento Diana directa Efecto del tratamiento 

Pérdida de peso Tejido adiposo; reduce Reduce la carga lipídica; aumenta 
| el contenido de TAG la capacidad de almacenamiento de lípidos 
| en el tejido adiposo; restablece 
| la sensibilidad a la insulina 
| Activación de la AMPK por Ayuda a la pérdida de peso; 
| Ejercicio aumento de [¡AMPYATP] véase la Fig. 23-39 

Desconocida Conduce a pérdida de peso, mejor control 


Cirugía bariátrica 


Sulfonilureas: glipizide (Glucotrol), 


Células $ pancreáticas; 


de la glucosa sanguínea 
Estimula la secreción de insulina por el 


gliburide (Micronase), glimepirida bloqueo de los canales de K* páncreas; véase la Fig. 23-28 
| (Amaryl) 
Biguanidas: metformina Activación de la AMPK Aumenta la captación de glucosa por 
|! (Glucophage) el músculo; disminuye la producción 
de glucosa en el hígado 
Tiazoladinodionas: troglitazona PPARy Estimula la expresión de algunos genes, 


(Rezulin) * rosiglitazona 
| (Avandia), pioglitazona (Actos) 


| Moduladores del GLP-1: exenatide 
| (Byetta), sitagliptina (Januvia) 
“Retirado de manera voluntaria debido a los efectos secundarios. 


Péptido-1 tipo glucagón, 
dipéptido proteasa IV Pa 


potenciando la acción de la insulina en 

el hígado, músculo y tejido adiposo; 
aumenta la captación de glucosa; disminuye 
la síntesis de glucosa en el hígado 


Aumenta la secreción de insulina por 
el páncreas 


Recetas limitadas a pacientes que no responden a otros tratamientos, debido a un aumento posible de riesgo de enfermedad cardiovascular. 


adipocitos beige, por lo que aún despié 
ejercicio, continúa usándose energía eh) 3 MORÉRe 

En el tratamiento de la diabetes tipo 2 se utilizan 
varias Clases de fármacos, algunos de los cuales ya 
hemos discutido en este capítulo (Tabla 23-8). Las sul- 
fonilureas actúan sobre los canales de K* controlados 
por ATP de las células 4 para estimular la liberación de 
insulina. Las biguanidas tales como metformina (Gluco- 
phage) activan la AMPK. Su diana directa es el Comple- 
jo I mitocondrial; su inhibición por la metformina redu- 
ce la producción de ATP y aumenta la [AMP], la cual 
activa la AMPK. La AMPK desencadena el desplaza- 
múento hacia el metabolismo conservador de energía: 
incremento en la captación y oxidación de glucosa, 
aumento de la movilización y oxidación de ácidos grasos 
e inhibición de la síntesis de ácidos grasos y esteroles. 
Ya hemos observado que las tiazolidinodionas actúan a 
través de PPARy para aumentar la concentración de 
adiponectina en el plasma y estimular la diferenciación 
de los adipocitos, aumentando así la capacidad de alma- 
cenamiento de TAG. 

En casos de obesidad extrema y diabetes tipo 2, 
puede aliviarse la diabetes, o incluso revertirse, median- 
te el tratamiento más efectivo de pérdida de peso para 
la obesidad severa o mórbida: la cirugía bariátrica, que 
altera el camino del alimento a través del estómago 
hacia la parte superior del intestino delgado (duodeno) 
(Fig. 23-48). En la derivación (by-pass) gástrica Roux- 
en-Y (RYGBP, así llamada por el cirujano suizo César 
Roux que desarrolló este procedimiento), el estómago 
se reduce a una pequeña bolsa unida al esófago y la 
región media del intestino delgado (el yeyuno) se une 
directamente a dicha boisa. El alimento evita la mayor 
parte del estómago y del duodeno y va, principalmente 


ak NÀ IAN N mi Roux” del intestino. El ácido del estómago 
} SM AT nas digestivos discurren a través de porciones 


derivadas del intestino para unirse al alimento en el 
canal común. Las personas que se someten a cirugía 
RYGBP no solo experimentan una reducción de peso 
espectacular sino que también tienen menos apetito. Es 
de destacar que esta cirugía también revierte la diabe- 
tes tipo 2 en muchos casos. La explicación de estos 
efectos reside probablemente en la alteración de la 
comunicación entre el intestino, el cerebro y otros órga- 
nos. Podría ser el resultado de cambios en el tipo y 
cantidad de hormonas peptídicas (tales como GLP-1 y 

YY, 3), secretadas por el intestino que indican sacie- 
dad e inhiben el comportamiento alimentario. Aún no se 
ha escrito la última palabra sobre este tema. $ 


RESUMEN 23.5 Obesidad, síndrome metabólico 
y diabetes tipo 2 


Mi El síndrome metabólico, que incluye la obesidad, 
hipertensión, lípidos sanguíneos elevados y resistencia 
a la insulina, es a menudo el preludio de la diabetes 
tipo 2. 

E La resistencia a la insulina que caracteriza la diabe- 
tes tipo 2 puede ser consecuencia del almacenamiento 
anormal de lípidos en el músculo y en el hígado en res- 
puesta a una ingesta de lípidos que no puede ser acomo- 
dada por el tejido adiposo. 

MM La expresión de los enzimas de la síntesis de lípidos 
se encuentra sometida a una regulación estricta y com- 
pleja. Los PPAR son factores de transcripción que 
determinan la velocidad de síntesis de muchos enzimas 
que intervienen en el metabolismo lipídico y en la dife- 
renciación de los adipocitos. 
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FIGURA 23-48 Cirugía bariátrica. El sistema diges- 
tivo produce hormonas peptídicas (grelina, colecisto- 


Tracto intestinal Después de cirugía quinina (CCK), GIP, PYY,,, y GLP-1) que afectan la 
antes de cirugía derivativa Roux-en-Y homeostasis energética, incluidas el hambre y la sacie- 
Alimento Alimento Pequeña dad. Aquií se muestran el tracto gastrointestinal 
l t i humano normal (arriba y a ia izquierda) y el trato G! 
Vesicula biliar EA Estómago Aad | + Jo ica después de la derivación gástrica Roux-en-Y (cirugía 
\ pri j Ve” dal estóm. bariátrica, derecha). En este procedimiento quirúrgico 
(bypass) y ar PRL rado se derivan (bypass) la mayor parte del estómago y la 
Í 


E Entre los tratamientos eficaces de la diabetes tipo 2 
se cuentan el ejercicio, la dieta apropiada y los fármacos 
que aumentan la sensibilidad a la insulina o la produc- 
ción de insulina. La alteración quirúrgica del tracto 
digestivo lleva a una pérdida de peso y a menudo revier- 
te la diabetes tipo 2. 


porción superior del intestino delgado (duodeno). Esto 
da como resultado una rápida pérdida de peso (hasta 


de Roux unos 4,5 kg en una semana), así como una mejor regu- 
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lación de la glucosa sanguínea en individuos cor dia- 
betes tipo 2. Un nuevo tratamiento, quirúrgico la gas- 
troplastia vertical en banda (no mostrada) proporciona 
resultados similares. Las bases bioquímicas y fisiológi- 
cas de estos efectos no son bien conocidas, pero pro- 
babliemente incluye cambios en la señalización por 
hormonas peptídicas resultado de redirigir el alimento 
a través del trato Gl 


adiponectina 935 


El Términos clave 


Todos los términos en negrita están definidos e 


hormona 899 
sistema 
neuroendocrino 900 
radioinmunoensayo 
(RIA) 900 
ensayo inmunosorbente 
uuido a enzima 
(ELISA) 902 
metabotrópico 902 
ionotrópico 902 
endocrino 903 
paracrino 903 
autocrino 903 
hormonas 
peptídicas 903 
insulina 904 
adrenalina 904 
noradrenalina 904 
catecolaminas 904 
hormonas icosanoides 904 
hormonas esteroideas 905 
hormona de la vitamina D 
(calcitriol) 905 
hormonas retinoides 906 
hormonas del tiroides 906 
óxido nítrico (NO) 906 
NO sintasa 906 
hipotálamo 907 
hipófisis posterior 907 
hipófisis anterior 907 
hormonas trópicas 
(tropinas) 907 
hepatocito 911 


tejido adiposo [> 
(WAT) 914 
adipocito 914 
tejido adiposo marrón 
(BAT) 915 
proteína desacoplante 1 
(UCP1) 915 
termogénesis 915 
tejido adiposo beige 916 
miocito 916 
eritrocito 921 
leucocito 921 
linfocitos 921 
plaquetas 921 
plasma sanguíneo 921 
proteínas 
plasmáticas 921 
canales de K* regulados 
por ATP 923 
sulfonilureas 924 
glucagón 925 
cortisol 930 
diabetes mellitus 930 
diabetes tipo 1 930 
diabetes tipo 2 930 
glucosuria 930 
cetosis 930 
acidosis 931 
cetoacidosis 931 
prueba de tolerancia 
a la glucosa 931 
índice de masa corporal 
(BMD 931 


losario, 


leptina 932 mTORCI 936 
orexigénico 933 PPAR (receptor 
neuropéptido Y (NPY) 933 peroxisómico activado 
anorexigénico 933 por proliferador) 937 
hormona a estimuladora grelina 938 

de los melanocitos PYY, a 938 


(a-MSH) 933 
AK (Janus quinasa) 934 


A r de señal 
ATON. la 


transcripción) 934 
proteína quinasa 

dependiente de AMP 

(AMPK) 934 


endocannabinoides 939 
probióticos 940 
prebióticos 940 
síndrome metabólico 941 
tiazolidinodionas 942 


E Problemas 


1. Actividad de hormonas peptídicas Explique por qué 
dos hormonas peptídicas tan parecidas estructuralmente tales 
como la oxitocina y la vasopresina pueden tener efectos tan 
diferentes (véase la Fig. 23-10). 


2. ATP y fosfocreatina como fuentes de energía para el 
músculo Durante la contracción muscular, la concentración de 
fosfocreatina en el músculo esquelético cae mientras la concen- 
tración de ATP se mantiene bastante constante. Sin embargo, 
Robert Davies halló, en un experimento clásico, que si el músculo 
era previamente tratado con 1-fúor-2,4-dinitrobenceno (FDNB 
p. 98), la concentración de ATP disminuía rápidamente, mientras 
que la concentración de fosfocreatina permanecía inalterada du- 
rante una serie de contracciones. Sugiera una explicación. 


3. Metabolismo del glutamato en el cerebro El tejido ce- 
rebral capta el glutamato de la sangre y lo transforma en gluta- 
mina que libera a la sangre. ¿Qué se consigue con esta 
transformación metabólica? ¿Cómo se produce? De hecho, el 
cerebro puede generar más glutamina de la que se puede fa- 
bricar a partir del glutamato que llega de la sangre. ¿Cómo se 
forma esta glutamina extra? (Sugerencia: puede ser útil revi- 
sar el catabolismo de los aminoácidos en el Capítulo 18; re- 
cuerde que el NH*, es muy tóxico para el cerebro.) 


() 


4. Las proteínas como combustible durante el 
ayuno Cuando se catabolizan las proteínas musculares en el 
músculo esquelético durante un ayuno ¿cuál es el destino de 
los aminoácidos? 


5, Ausencia de glicerol quinasa en el tejido adiposo El 
glicerol 3-fosfato es necesario para la biosíntesis de los triacil- 
gliceroles. Los adipocitos, que están especializados en la sínte- 
sis y degradación de TAG, no pueden utilizar directamente el 
glicerol, puesto que carecen de glicerol quinasa, que cataliza la 
reacción 


Glicerol + ATP ——. glicerol 3-fosfato + ADP 


¿Cómo consigue el tejido adiposo el glicerol 3-fosfato necesa- 
rio para la síntesis de TAG? 


6. Consumo de oxígeno durante el ejercicio Un adulto 
sedentario consume alrededor de 0,05 L de O, en 10 segundos. 
Un esprínter en una carrera de 100 m lisos consume alrededor 
de 1 L de O, en el mismo tiempo. Una vez acabada la carrera, 
el esprínter sigue respirando a un ritmo elevado (pero que 
disminuye gradualmente) durante unos minutos, consu- 
miendo unos 4 L de O, más que el individuo sedentario. 

(a) ¿Por qué las necesidades de O, aumentan drástica- 
mente durante la carrera? 

(b) ¿Por qué la demanda de O, se mantiene elevada una 
vez finalizada la carrera? 


7, Carencia de tiamina y funciones cerebrales Los indivi- 
duos con deficiencia de tiamina muestran una serie de mani- 
festaciones neurológicas características: j of AREN 
ansiedad y confusión mental. Sugiera ad CREU pA 
qué la deficiencia de tiamina se manifiesta K ta 

la función cerebral. 


8. Potencia hormonal En condiciones normales, la médula 
suprarrenal humana secreta adrenalina (C¿H,,NO,) a un ritmo 
suficiente para mantener una concentración de 10% m en la 
sangre circulante. Para apreciar lo que significa esta concen- 
tración, calcule el diámetro de una piscina redonda, con una 
profundidad de 2,0 m, necesario para disolver 1,0 g (aproxi- 
madamente 1 cucharilla de café) de adrenalina a una concen- 
tración igual a la sanguínea. 


9. Regulación de los niveles hormonales en sangre La 
vida media de la mayor parte de hormonas en la sangre es re- 
lativamente corta. Por ejemplo, si se inyecta insulina marcada 
radiactivamente a un animal, al cabo de 30 min la mitad de la 
hormona marcada ha desaparecido de la sangre. 

(a) ¿Cuál es la importancia de la inactivación relativa- 
mente rápida de las hormonas circulantes? 

(b) A la vista de esta rápida inactivación, ¿cómo puede 
mantenerse constante el nivel de hormonas circulantes en 
condiciones normales? 

(c) ¿De qué manera puede conseguir el organismo unos 
cambios rápidos en los niveles de una hormona circulant? 


10. Hormonas hidrosolubles frente a hormonas liposol- 
ubles Según sus propiedades físicas, las hormonas se catalo- 
gan en dos categorías: las que son muy solubles en agua pero 
relativamente insolubles en lípidos (p. ej., la adrenalina) y las 
que son relativamente insolubles en agua pero muy solubles 
en lípidos (p. ej. las hormonas esteroides). La mayor parte de 
las hormonas hidrosolubles no entran en el interior de sus 
células diana para ejercer su papel de reguladoras de la acti- 
vidad celular. Las hormonas liposolubles, por el contrario, en- 


lalo 
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tran en sus células diana y finalmente ejercen su acción en el 
núcleo. ¿Cuál es la correlación entre la solubilidad, la localiza- 
ción de los receptores y el modo de acción de las dos clases de 
hormonas? 


11. Diferencias metabólicas en el músculo y en el hígado 
en una situación de “luchar o huir” Cuando un animal 
afronta una situación de “luchar o huir” la liberación de adre- 
nalina pone en marcha la degradación de glucógeno en el hí- 
gado, corazón y músculo esquelético. El producto final de la 
degradación del glucógeno en el hígado es la glucosa; el pro- 
ducto final en el músculo esquelético es el piruvato. 

(a) ¿Por qué se observan diferentes productos de degra- 
dación del glucógeno en los dos tejidos? 

(b) ¿Cuál es la ventaja para el organismo en una situación 
de “luchar o huir” de tener estas rutas específicas para la de- 
gradación del glucógeno? 


12. Exceso de secreción de insulina: hiperinsu- 
linismo Ciertos tumores malignos del páncreas pro- 
vocan una producción excesiva de insulina por las células 4, 
Los individuos afectados manifiestan estremecimientos y tem- 
blores, debilidad y cansancio, sudoración y hambre. 
(a) ¿Cuál es el efecto del hiperinsulinismo en el metabo- 
lismo hepático de los glúcidos, aminoácidos y lípidos? 
(b) ¿Cuáles son las causas de los síntomas observados? 
Sugiera por qué si se prolonga esta situación da lugar a lesio- 
nes cerebrales. 


13, Termogénesis causada por las hormonas 
tiroideas Las hormonas tiroideas están íntimamente implica- 
das en la regulación del metabolismo basal. El tejido hepático 
es tratados con un exceso de tiroxina muestra un 
de la tasa de consumo de O, y un aumento de la pro- 
ducción de calor (termogénesis), pero la concentración de 
ATP en el tejido es normal, Se han propuesto diferentes expli- 
caciones para el efecto termogénico de la tiroxina. Una de ellas 
supone que el exceso de tiroxina provoca un desacoplamiento 
de la fosforilación oxidativa en las mitocondrias. ¿Cómo podría 
tal efecto explicar estas observaciones? Otra explicación su- 
giere que la termogénesis es debida a un incremento en la ve- 
locidad de utilización del ATP por el tejido estimulado por la 
tiroxina. ¿Es ésta una explicación razonable? ¿Por qué? 


14. Función de las prohormonas ¿Cuáles son las posibles 
ventajas de la síntesis de hormonas corno prohormonas? 


15. Fuentes de glucosa durante la inanición Un adulto hu- 
mano típico consume unos 160 g de glucosa diarios, de los cuales 
120 g son utilizados por el cerebro. Las reservas disponibles de 
glucosa son suficientes para un día (- 20 g de glucosa circulante 
y - 190 g de glucógeno). Una vez agotadas las reservas durante 
la inanición, ¿cómo podría obtener el cuerpo más glucosa? 


16. Ratones parabióticos ob/ob Mediante cirugía cuida- 
dosa es posible conectar los sistemas circulatorios de dos rato- 
nes, de manera que la misma sangre circule a través de los dos 
animales. En estos ratones parabióticos, los productos libe- 
rados en la sangre de un animal alcanzan al otro animal a tra- 
vés de la circulación compartida. Ambos animales pueden 
comer independientemente. Cuando un ratón mutante ob/ob 
(con ambas copias del gen OB defectuosas) y un ratón normal 
OB/OB (dos copias normales del gen OB) se conviertan en 
parabióticos, ¿qué sucederá con el peso de cada ratón? * 


17. Cálculo del índice de masa corporal Un corpulento 
profesor de bioquímica pesa 118 kg y mide 173 cm. ¿Cuál es su 
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índice de masa corporal? ¿Cuánto peso debería. perder para 
disminuir el índice de masa corporal hasta 25 (normal)? 


18. Secreción de insulina Prediga los efectos sobre la se- 
creción de insulina por las células 4 pancreáticas de la exposi- 
ción al ionóforo de potasio valinomicina (Fig. 11-42). Explique 
su predicción. 


19. Efectos de la eliminación de un receptor de insu- 
lina Una cepa de ratones que carece específicamente del re- 
ceptor de insulina del hígado muestra una ligera hiperglucemia 
en condiciones de ayuno (glucosa sanguínea = 132 mg/dL, ys. 
101 mg/dL en los controles) y una más acusada hiperglucemia 
con alimentación normal (glucosa = 363 mg/dL, vs. 135 mg/dL 
en los controles). Los ratones tienen mveles anormalmente 
elevados de glucosa 6-fosfatasa en el hígado y niveles elevados 
de insulina en la sangre. Explique estas observaciones. 


20. Decisiones sobre la seguridad de fármacos El 
fármaco Avandia (rosiglitazona) resulta efectivo para 
disminuir la glucosa sanguínea en pacientes con diabetes tipo 
2, pero unos pocos años después de que se utilizara amplia- 
mente pareció que la utilización del fármaco comportaba un 
aumento del riesgo de ataque cardíaco. La respuesta de la 
Food and Drug Administration (FDA) de los Estados Unidos 
fue restringir de manera muy estricta las condiciones bajo las 
que se podía recetar. Dos años más tarde, después de que se 
completaran estudios adicionales la FDA levantó las restric- 
ciones y, hoy en día, Avandia está disponible con receta mé- 
dica en los Estados Unidos sin limitaciones especiales. No 
obstante, en muchos países está completamente prohibido. Si 
tuviese la responsabilidad de decidir si este f ebería 
permanecer en el mercado (con las atcccne Geras 
acerca de sus efectos secundarios) o ser retirado, X 0- 
res tendría en cuenta para tomar la decisión? 


21. La medicación en la diabetes tipo 2 Los fár- 

macos acarbosa (Precose) y miglitol (Glyset), utiliza- 
dos en el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2 mhiben las 
a-glucosidasas del borde en cepillo del intestino delgado. Es- 
tos enzimas degradan los oligosacáridos derivados del glucó- 
geno y del almidón a monosacáridos. Sugiera un posible 
mecanismo para el efecto beneficioso de estos fármacos en los 
individuos con diabetes. ¿Qué efectos secundarios, si los hu- 
biere, esperaría de estos fármacos? ¿Por qué? (Sugerencia: 
Revise la intolerancia a la lactosa, p. 551). 
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22. Clonaje del receptor de la sulfonilurea de las célu- 
las 3 pancreáticas El gliburide, un miembro de la familia de 
fármacos de la sulfonilurea, mostrado en la p. 933, se usa para 
tratar la diabetes tipo 2. Se une al canal de K* regulado por 
ATP, mostrado en las figuras 23-28 y 23-29 cerrándolo. 

(a) A la vista del mecanismo mostrado en la Figura 23-28 
¿el tratamiento con gliburide resultaría en un aumento o en 
una disminución de la secreción de insulina por las células 5 
pancreáticas? Explíquelo. 

(b) ¿De qué manera el tratamiento con gliburide ayuda a 
reducir los síntomas de la diabetes tipo 2? 

(c) ¿Esperaría que el gliburide fuese útil en el tratamiento 
de la diabetes tipo 1? Explique su respuesta. 

Aguilar-Bryan y colahoradores (1995) clonaron el gen del 
receptor de la sulfonilurea de la porción del canal regulado por 
ATP (SUR) del hamster. El equipo de investigadores invirtió 


muchos esfuerzos para asegurar que el gen clonado fuese 
efectivamente el que codificaba el SUR. Discutiremos cómo es 
posible demostrar que se ha clonado realmente el gen buscado 
y no un gen distinto. 

El primer paso consistió en obtener la proteína SUR pura. 
Ya se sabía que fármacos como el gliburide se unían a SUR con 
gran afinidad (K, < 10 nm), y que SUR tenía una masa molecu- 
lar entre 140 y 170 kDa. Aguilar-Bryan y colaboradores apro- 
vecharon la gran afinidad del gliburide para marcar la proteína 
SUR radiactivamente y así purificarla a partir de un extracto 
celular. En primer lugar, prepararon un derivado del gliburide 
marcado con yodo radiactivo CT}: 


å O O O 
E | 
| H H 
OH a 


["5135-Yodo-2-hidroxigliburide 


(d) Estudios preliminares mostraron que el derivado del 
gliburide marcado con YI (en adelante [**I]gliburide) tenía la 
misma K, y propiedades de unión que el gliburide no modifi- 
cado ¿Por qué era necesario demostrar esto? (¿Qué posibilida- 
des alternativas quedaban descartadas?) 

Aunque ['*I gliburide se unió a SUR con gran afinidad, una 
cantidad significativa del fármaco marcado probablemente se 
disociaría de SUR durante la purificación. Para evitarlo había 
que entrecruzar covalentemente el ('*Hgliburide con SUR. 
Hay muchos métodos para el entrecruzamiento covalente; 

uilar-Bryan y colaboradores usaron luz UV. Cuando las mo- 

icas se exponen a luz UY de longitud de onda 

a pH estado excitado que forma fácilmente enlaces 

covalentes con las moléculas vecinas. El entrecruzamiento del 

gliburide marcado radiactivamente con la proteína SUR permi- 

tió seguir SUR a lo largo del proceso de purificación simple- 
mente siguiendo la radiactividad del 1. 

Aguilar-Bryan y colaboradores trataron células HIT de 
hámster (que expresan SUR) con ['"Mgliburide y luz UY, puri- 
ficaron la proteína de 140 kDa marcada con '%] y secuenciaron 
su segmento amino-terminal de 25 aminoácidos; encontraron 
la secuencia PLAFCGTENHSAAYRVDQGVLNNGC. A conti- 
nuación, generaron anticuerpos que se unían a dos péptidos 
cortos de esta secuencia, uno a PLAFCGTE y el otro a 
HSAAYRVDQGY, y mostraron que estos anticuerpos se unían a 
la proteína purificada de 140 kDa marcada con “IL. 

(e) ¿Por qué era necesario incluir este paso de unión a los 
anticuerpos? 

A continuación se diseñaron cebadores para PCR basados 
en las secuencias anteriores y clonaron un gen a partir de una 
genoteca de cDNA de hámster que codificaba una proteína 
con estas secuencias (véase el Capítulo 9 para los métodos de 
la biotecnología). El cDNA clonado del supuesto SUR hibri- 
daba con un mRNA de la longitud apropiada presente en las 
células que contenían SUR. El cDNA del supuesto SUR no hi- 
bridaba con ninguna fracción de mRNA del mRNA aislado de 
hepatocitos que no expresan SUR. 

(f) ¿Por qué era necesario incluir la etapa de hibridación 
entre el cDNA del supuesto SUR con el mRNA? 

Finalmente, el gen clonado fue introducido y expresado 
en células COS, que normalmente no expresan el gen SUR, A 
las células se les añadió ['"Igliburide con o sin un gran exceso 
de gliburide no marcado, se expusieron las células a la luz UV 
y se midió la radiactividad de la proteína de 140 kDa obtenida. 
Los resultados se muestran en la tabla 


¿CDNA Marcaje 
Tipo del ¿Exceso con ?*l 
Experimento celular supuesto de en la 
SUR gliburida proteína 
añadido? no de 140 
marcada? kDa 
1 HIT No No +++ 
2 HIT No Sí - 
3 COS No No - 
4 COS Sí No +++ 
5 COS Sí Sí - 
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(g) ¿Por qué no se encontró proteína de 140 kDa marcada 
con 9] en el experimento 2? 

(h) ¿Cómo usaría la información de la tabla para argumen- 
tar que el cDNA codificaba SUR? 

(i) ¿De qué otra información le gustaría disponer para ase- 
gurar haber clonado el gen SUR? 
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a tercera y última parte de odia sobre su función. La propia estructura del 
mecanismos bioquímicos sub a ~ doble hélice sugirió un mecanismo para su 


gencias aparentemente contradictorias entre la 
estabilidad genética y la evolución de los organismos 
vivos. ¿Cuál es la naturaleza molecular del material 
genético? ¿De qué modo se transmite con fidelidad la 
información genética de generación en generación? 
¿Cuál es el origen de los escasos cambios del material 
genético que son la materia prima de la evolución? 
¿Cómo se expresa en último término la información 
genética en las secuencias de aminoácidos de la enorme 
variedad de moléculas proteicas de las células vivas? 

El conocimiento actual de las rutas de la informa- 
ción es el resultado de la convergencia de la genética, la 
física y la química en la bioquímica moderna. El descu- 
brimiento de la estructura en doble hélice del DNA por 
James Watson y Francis Crick en 1953 (véase la Figura 
8-13) es paradigmático. La teoría genética aportó el 
principio de que la codificación de la información corre 
a cargo de los genes. La física hizo posible la determina- 
ción de la estructura molecular por análisis de difrac- 
ción de rayos X. La química desveló la composición del 
DNA. El profundo impacto de la hipótesis de Watson y 
Crick se debió a que fue capaz de integrar una amplia 
variedad de observaciones procedentes de estas diver- 
sas disciplinas. 

Semejante revolución en la comprensión de la 
estructura del DNA inevitablemente planteó numerosas 


copia, de modo que la información en él contenida 
pudiera ser transmitida de generación en generación. 
La comprensión de cómo la información del DNA se 
convierte en proteínas funcionales vino con el descubri- 
miento del RNA mensajero y el RNA de transferencia y 
con la elucidación del código genético. 

Estos y otros importantes avances llevaron a la for- 
mulación del dogma central de la biología molecular, 
que comprende los tres principales procesos celulares 


Replicación DNA 
Transcripción 
RNA 
Traducción 


Proteína 


Dogma central de la biología molecular con indicación del sentida de los 
flujos de información en la replicación, la transcripción y la traducción. El 
término “dogma” es inadecuado y sólo se mantiene por razones históri- 
cas. Empleado por primera vez por Francis Crick, en un momento en que 
se disponía de pocas pruebas en favor de estas ideas, el “dogma” se ha 
convertido es un principio perfectamente establecido. 
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en los que se utiliza la información genética, El primero 
es la replicación, o copia del DNA parental para formar 
moléculas de DNA hijas con idéntica secuencia de 
nucleótidos. El segundo es la transcripción, proceso 
mediante el cual parte del mensaje genético codificado 
por el DNA es copiado en forma de RNA. El tercero es 
la traducción, en la que el mensaje genético codificado 
en el RNA mensajero es traducido en los ribosomas para 
dar un polipéptido con una secuencia específica de ami- 
noácidos. 

La Parte IM estudia estos y otros procesos relacio- 
nados. En el Capítulo 24 se examina la estructura, topo- 
logía y empaquetamiento de los cromosomas y los 
genes. Los procesos relacionados con el dogma central 
se examinan en los Capítulos 25 a 27. Finalmente, se 
aborda la regulación, examinando como se controla la 
expresión de la información genética (Capítulo 28). 

Un tema de gran importancia, presente a lo largo de 
estos capítulos, es la complejidad añadida inherente a la 
biosíntesis de las macromoléculas que contienen infor- 
mación. La síntesis de los ácidos nucleicos y de las pro- 
teínas con sus secuencias específicas de nucleótidos y 
aminoácidos debe respetar estrictamente nada menos 
que las características del molde en que está basada la 
propia vida. La formación de los enlaces fosfodiéster en 
el DNA o de los enlaces peptídicos en las 
podría parecer una tarea trivial para las células 
vista del arsenal de medios enzimáticos y quítmicos-de 
crito en la Parte II de este libro. No obstante, cuando se 
trata de considerar los procesos que tienen relación con 
el tratamiento de la información, debe ampliarse el 
repertorio de modelos y de reglas establecido al consi- 
derar las vías metabólicas. En los biopolímeros implica- 
dos en el tratamiento de la información genética, los 
enlaces deben formarse entre determinadas subunida- 
des, evitando tanto los errores de secuencia como su 
propagación. Ello tiene un impacto enorme en la termo- 
dinámica, la química y la enzimología de los procesos 
biosintéticos. La formación de un enlace peptídico 
requiere un aporte de sólo unos 21 kJ/mol y puede ser 


catalizado por enzimas relativamente simples. En cam- 
bio, para sintetizar un enlace entre dos aminoácidos 
específicos en un punto concreto de una cadena poli- 
peptídica, la célula invierte unos 125 kJ/mol de energía 
química y utiliza más de 200 enzimas, moléculas de RNA 
y proteínas especializadas. La química que interviene en 
la formación del enlace peptídico no cambia a causa de 
estos requerimientos, pero la reacción básica está 
acompañada por procesos adicionales para asegurar 
que el enlace peptídico se forme entre aminoácidos 
determinados. La información biológica es cara. 

La interacción dinámica entre ácidos nucleicos y 
proteínas es otro tema central de la Parte MI. Moléculas 
catalíticas y reguladoras de RNA ocupan cada vez más 
un lugar prominente en nuestro conocimiento de estas 
rutas (descritas en los Capítulos 26 y 27). Sin embargo, 
la mayoría de los procesos que constituyen las rutas por 
las que fluye la información en las células están cataliza- 
dos y regulados por proteínas. La comprensión del 
modo de actuación de estos enzimas y otras proteínas 
puede tener un valor tanto teórico como práctico, pues- 
to que constituye la base del desarrollo de la tecnología 
del DNA recombinante (introducida en el Capítulo 9). 

Una vez más la evolución constituye un tema pano- 
rámico. Muchos de los procesos esbozados en la Parte 
se remontan miles de millones de años atrás, y unos 

UCA, el último antepasado común uni- 
AlS E oma, gran parte del aparato de traduc- 
ción y Eres partes de la inaquinaria de transcripción 
son compartidos por todos los organismos vivos de este 
planeta. La información genética tiene las característi- 
cas de un reloj molecular que puede ayudar a definir las 
relaciones ancestrales entre especies. Las rutas de la 
información compartidas conectan a los humanos con 
todas las especies presentes en la tierra y con todas las 
especies que les precedieron. La exploración de estas 
rutas esta permitiendo levantar lentamente el telón 
sobre el primer acto: los sucesos que pudieron anunciar 
el principio de la vida sobre la tierra. 


Hay herramientas, disponibles on-line, para el auto-estudio que le ayudarán a practicar lo que han aprendido y que reforzarán 


los conceptos del capítulo. Vaya a www.macmillaniearning.com/LehningerBiochemistry7e 
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] tamaño de las moléculas de DNA plantea un inte- 
resante problema biológico, pues su longitud es 
generalmente mucho mayor que las células o los 
virus que las contienen (Fig. 24-1). ¿Cómo se empa- 


der a esta pregunta desplazaremos n 
la estructura secundaria del DNA, exaríibad: 
Capítulo 8, al enorme grado de organización reque 
por el empaquetamiento terciario del DNA en los ero- 
mosomas, que almacenan la información genética. En 
primer lugar, examinaremos los elementos constituyen- 
tes de los cromosomas víricos y celulares, así como su 
tamaño y organización. A continuación, abordaremos la 
topología del DNA, con el propósito de describir el enro- 


llamiento y el superenrollamiento de las moléculas de 
DNA. Consideraremos en último lugar las interacciones 
proteína-DNA que hacen posible la organización de los 
cromosomas en estructuras compactas. 


24.1 Componentes cromosómicos 


El DNA celular contiene genes y regiones intergénicas. 
Ambos tipos de DNA desempeñan funciones vitales 
para la célula. Los genomas más complejos de las célu- 
las eucarióticas requieren niveles superiores de organi- 
zación, cuyos detalles estructurales son observables en 

somas. Empezaremos examinando los diferen- 

de secuencias de DNA y los elementos estruc- 
turales de los cromosomas. 


Los genes son segmentos de DNA que codifican cadenas 
polipeptídicas y RNA 

Nuestra comprensión de los genes ha evolucionado 
enormemente a lo largo del siglo pasado. Según lá bio- 
logía clásica, un gen es una parte de un cromosoma que 
determina o afecta un solo carácter fenotípico (pro- 
piedad visible), como, por ejemplo, el color de los ojos. 
George Beadle y Edward Tatum propusieron en 1940 
una definición molecular del gen. Estos investigadores 
expusieron esporas del moho Neurospora crassa a los 
rayos X y otros agentes causantes de lesiones y altera- 
ciones de la secuencia del DNA (mutaciones ). Encon- 
traron que algunas cepas fúngicas mutantes eran defi- 
cientes en algún enzima específico, lo que en ocasiones 
provocaba la paralización completa de una ruta metabó- 


FIGURA 24-1 Cápsida proteica del bacteriófago T2 rodeada por su 
única molécula lineal de DNA. La lisis del bacteriófago con agua desti- 
lada libera el DNA que se esparce sobre la superficie del agua. Una par- 
tícula de bacteriófago T2, sin dañar, consiste en una cabeza que se pro- 
longa en una cola, mediante la que el bacteriófago se adhiere a la 
superficie externa de una célula bacteriana. La totalidad del DNA que se 
muestra en esta micrografía electrónica se encuentra empaquetado den- 
tro de la cabeza del fago.[ Fuente; Reproducido con permiso de Elsevier 
de “Preparation and length measurements of the total deoxyribonucleic 
acid content of T2 bacteriophages,” por A.K. Kleinschmidt et al. Biochem 
Biophys Acta 61, pp 857-864, 1962; permiso conseguido a través de 
Copyright Clearance Center Inc.] 


951 


952 Genes y cromosomas 


lica entera. Estas observaciones hicieron que Beadle y DNA mRNA Polipéptido 
Tatum llegaran a la conclusión de que un gen es un 
S 37 |5 | Extremo 
segmento de material genético que determina o codifica Cm C anini 
un enzima: la hipótesis de un gen-un enzima. Más GC 3 Arg 
tarde este concepto fue ampliado a un gen-un poli- TA U | 
péptido, puesto que muchos genes codifican proteínas «a G | 
no enzimáticas, o un polipéptido de una proteína con GC G Gly 
PE , AT Á 
múltiples subunidades. | 
TivA U 
ArniT A Tyr 
CING C 
AnuT A | 
CuG E Thr 
TinA U 
TINA U 
TINA U Phe 
TIA U 
Ginc G 
Cu11G C Ala 
CG E 
R 4 Giot G 
George W. Beadle, 1903-1989 Edward L. Tatum, 1909-1975 l. + 4 + Val 
[Fuente: National! Library of [Fuente: Corbis/UPl/ 7 
Medicine/ Science Photo Bettmann/Corbis.] c s x E = Ser 
Library/Science Source.] TA U Eran 
3 | pS EN | carboxito 
La definición bioquímica actual de gen es todavía ¿a 
más precisa. Un gen es todo el DNA que codifica la Hebra molde 


secuencia primaria de un producto génico final, sea un 
polipéptido o un RNA, con una función estructural o 
catalítica. El DNA contiene también otros segmentos o 


FIGURA 24-2 Colinealidad de las secuencias codificantes de nucleó- 
tidos del DNA y el mRNA y la secuencia de aminoácidos de una 


secuencias con función p ente reguladora. Las coa palpation. Los bipes de Ea del DNA determinan 
a , s aminoácidos de las proteinas con la mediación del mRNA. Una de las 

secuencias reguladoras actúan de señales rmui- ve de molde para la síntesis de! mRNA, cuyos triple- 

ten identificar el principio o el final de los ge Lea PANN son complementarios de los del DNA. En 

en la transcripción de genes o funcionar como p OS algunos genes bacterianos y en muchos eucarióticos, las secuencias 

de inicio de la r eplicación o la recombinación (Capítulo codificantes están interrumpidas por secuencias no codificantes (deno- 

28). Algunos genes pueden expresarse de formas diver- minadas inbores), 

sas para generar múltiples productos génicos a partir de 

un segmento de DNA. Los mecanismos especiales de 


transcripción y traducción que lo hacen posible se des- Las moléculas de DNA son mucho mas largas 
criben en los Capítulos 26 a 28. que las células o virus que las contienen 
El tamaño mínimo global de los genes que codifican Los DNA cromosómicos son, a menudo, muchos órde- 


proteínas puede calcularse directamente. Tal como se nes de magnitud más largos que las células o virus que 
describirá en detalle en el Capítulo 27, cada aminoácido los contienen (Fig. 24-1; Tabla 24-1). Elo es así para 
de una cadena polipeptídica está codificado por una todas las clases de organismos y parásitos víricos. 
secuencia de tres nucleótidos consecutivos en una de 


las cadenas del DNA (Fig. 24-2). Estos “codones” Virus Los virus no son organismos de vida libre; al con- 


están dispuestos en una secuencia que corresponde a la trario, son parásitos infecciosos que aprovechan los 
secuencia de aminoácidos del polipéptido codificado recursos de una célula huésped para realizar muchos de 
por el gen. A una cadena polipeptídica de tamaño medio los procesos que requiere su propagación. Muchas par- 
de 350 residuos aminoácidos le corresponderían 1.050 tículas víricas consisten solamente en un genoma (nor- 
pb del DNA. Muchos genes de los eucariotas y unos malmente una única molécula de RNA o DNA) envuelto 
pocos de las bacterias y las arquea se hallan interrumpi- por una envoltura proteica. 
dos por segmentos de DNA no codificante y son, por Prácticamente todos los virus vegetales y algunos 
tanto, considerablemente más largos que el tamaño virus bacterianos y animales contienen RNA. Estos 
sugerido por este simple cálculo. genomas son generalmente muy pequeños. Por ejem- 
¿Cuántos genes hay en un solo cromosoma? El cro- plo, los genomas de los retrovirus de los mamíferos, 
mosoma de Escherichia coli, uno de los genomas bac- tales como el VIH, tienen unos 9.000 nucleótidos y el del 
terianos completamente secuenciados, es una molécula bactriófago QS tiene 4.220 nucleótidos. Ambos virus 
de DNA circular (en el sentido de un bucle sin extremos tienen genomas de RNA de cadena sencilla. 
y no de un círculo perfecto) de 4.639.675 pb, que codi- Los genomas de los virus de DNA tienen tamaños 


fican unos 4.300 genes de proteínas y otros 157 genes muy variados (Tabla 24-1). Muchos DNA víricos son 
de moléculas de RNA estructural o catalítico. En los circulares durante al menos una parte de su ciclo vital. 


eucariotas, el genoma humano de unos 3.100 millones Durante la replicación vírica en el interior de una célula 
de pares de bases contiene unos 20.000 genes reparti- huésped pueden aparecer tipos específicos de DNA 


dos en 24 cromosomas diferentes. vírico denominados formas replicativas, los DNA 


TABLA 24-1 
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Tamaño del DNA y de las particulas de algunos virus bacterianos (bacteriófagos) 


Virus Tamaño del DNA viral (pb) 
X174 5.386 
T7 39.936 
A (lambda) 48.502 
T4 168.889 


Nota: Los datos sobre el tamaño del DNA corresponden a la forma replicativa (doble hebra). La longitud de contamo se calcula suponiendo que 


cada par de bases tiene un espesor de 3,4 À (véase la Fig. 9-13). 


lineales, por ejemplo, suelen circularizarse y todos los 
DNA monocatenarios se convierten en doble cadena. El 
bacteriófago A (lambda) es un virus típico de DNA de 
tamaño mediano que infecta E. coli. En su forma repli- 
cativa en el interior de las células, el DNA de A es una 
doble hélice circular. Este DNA de doble cadena contie- 
ne 48.502 pb y tiene una longitud de contorno de 17,5 
pm. El bacteriófago $X174 es un virus de DNA mucho 
más pequeño; el DNA de una partícula vírica de 4X174 
es un círculo monohebra. Su forma replicativa de doble 
hebra contiene 5.386 pb. Aunque los genomas víricos 
son pequeños, las longitudes de contorno de sus DNA 
son centenares de veces más largas que la dimensión 
más larga de las partículas víricas que los contienen 
(Tabla 24-1). 


veces más DNA que una partícula de/ pa terió agÓ ? 
cromosoma de una célula de E. coli «4 A A DA ol 
cula de DNA circular de doble hebra. Sus 4.639.675 pb 
tienen una longitud de contorno de aproximadamente 
1,7 mm, unas 850 veces la longitud de una célula de E. 
coli (Fig. 24-3). Además del gran cromosoma de DNA 
circular en el nucleoide, muchas bacterias contienen 
una o más pequeñas moléculas de DNA circular que se 
encuentran libres en el citosol. Estos elementos extracro- 
mosómicos se denominan plásmidos (Fig. 24-4; véase 
también la p. 324). Los plásmidos tienen generalmente 
una longitud de unos pocos miles de pares de bases, 
aunque algunos pueden contener hasta 400.000 pb. Los 
plásmidos contienen información genética y se replican 
dando lugar a nuevos plásmidos que se incorporan a las 
células hijas en el momento de la división celular. Los 
plásmidos se han encontrado en levaduras y otros tipos 
de hongos así como en las bacterias. 

En muchos casos, los plásmidos no aportan ninguna 
ventaja aparente al huésped y su única función parece 
ser la autopropagación. Algunos plásmidos, sin embar- 
go, son portadores de genes útiles para la bacteria hués- 
ped. Por ejemplo, algunos genes plasmídicos confieren 
resistencia frente a agentes antibacterianos. Los plásmi- 
dos que contienen el gen del enzima Alactamasa confie- 
ren resistencia a antibióticos del tipo Alactama, tales 
como la penicilina, la ampicilina y la amoxicilina (véase 
la Fig. 6-32). Estos y otros plásmidos similares pueden 
pasar de una célula resistente a una célula sensible a los 
antibióticos, de la misma o de diferente especie bacte- 
riana, convirtiendo en resistente a la célula receptora. 
El amplio uso de antibióticos en algunas poblaciones 
humanas ha actuado como una potente fuerza selectiva 


he 


Dimensión mayor 
Longitud del DNA viral (nm) de la partícula vírica (nm) 
1.939 25 
14.377 78 
17.460 190 
60.800 210 


que ha favorecido la difusión de plásmidos portadores 
de resistencia a antibióticos en las bacterias patógenas 
(así como de elementos transponibles, descritos más 
adelante, que contienen genes similares). Los médicos 
son cada vez más reacios a recetar antibióticos, a no ser 
que sea clínicamente indispensable. Por razones simila- 
res, se ha limitando el uso de antibióticos en la alimen- 
tación animal. 


Eucariotas Una célula de levadura, uno de los eucario- 
tas más sencillos, tiene 2,6 veces más DNA que una 
célula de E. coli (Tabla 24-2). Las células de Drosophi- 
la, la mosca del vinagre usada en estudios genéticos 
clásicos, contienen 35 veces más DNA que las de E. coli 
y las células humanas tienen casi 700 veces más. Las 
células de muchas plantas y anfibios contienen todavía 
más DNA. El material genético de las células eucarióti- 
repartido entre varios cromosomas, cuyo 
ENNI diploide (2n) depende de la especie (Tabia 
24-2). Las células humanas somáticas tienen, por ejem- 
plo, 46 cromosomas (Fig. 24-5). Cada uno de los cro- 
mosomas de una célula eucariótica, como la mostrada 
en la Figura 24-5a, contiene una única molécula de DNA 
dúplex muy larga. Las moléculas de DNA de los 24 tipos 
diferentes de cromosomas humanos (22 parejas análo- 
gas más los cromosomas sexuales X e Y) tienen longitu- 
des que varían hasta en un factor de 25. Cada tipo de 
cromosoma eucariótico contiene un conjunto caracte- 
rístico de genes. 

La longitud del DNA de un genoma humano exten- 
dido (22 cromosomas más un cromososma X y un cro- 
mosoma Y o dos cromosomas X) mide alrededor de un 
metro. La mayoría de células humanas son diploides y, 
por tanto, contienen un total de 2 m de DNA. Un cuerpo 
humano adulto contiene unas 10** células y, por tanto, 
una longitud de DNA de 2x10* km. Compárese esta 
longitud con la circunferencia de la tierra (4 x10% km) o 
con la distancia entre la tierra y el sol (1,5x10% km) para 
constatar el extraordinario nivel de compactación del 
DNA de nuestras células. 

Las células eucarióticas también tienen organelos, 
mitocondrias (Figura 24-6) y cloroplastos que también 
contienen DNA, Las moléculas de DNA mitocondrial 
(mtDNA) son mucho más pequeñas que los cromoso- 
mas nucleares. En las células animales el mtDNA con- 
tiene menos de 20.000 pb (16.569 pb en el mtDNA 
humano) y es un dúplex circular. Cada mitocondria 
contiene normalmente de dos a diez copias de esta 
molécula de mtDNA, pero su número puede aumentar 
hasta varios centenares en células embrionarias en pro- 
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FIGURA 24-3 Una célula bacteriana y su DNA. La longitud de! cromosoma de £ coli (1,7 mm) se 
representa en forma lineal en relación con la longitud de una célula de £. coli (2 xm). 


FIGURA 24-4 DNA de una célula lisada de E. coli. En esta micrografia electrónica, las flechas 
blancas indican la localización de varios DNA plasmídicos circulares y de pequeño tamaño. Los 


puntos/megros y la falo blancas s rtefactos de la preparación. Fuente: Huntington Potter 
Univers PN G of nra avid Dressler, Ballol College, Oxford University.] 
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TABLA 24-2 Contenido en DNA, genes y cromosomas de algunos genomas 


DNA total (pb) Número de cromosomas* Número aproximado de genes 

Escherichia coli K12 4.641.652 1 4.494? 

(bacteria) 

Saccharomyces 12.157.105 16* 6.340* 

cerevisiae (levadura) 

Caenorhabditis elegans 90.269.800 124 23.000 

(nemátodo) 

Arabidopsis thaliana 119.186.200 10 33.000 

(planta) 

Drosophila melanogaster 120.367.260 18 20.000 

(mosca del vinagre) 

Oryza sativa (arroz) 480.000.000 24 57.000 

Mus musculus (ratón) 2.634.266.500 40 27.000 
_ Homo sapiens (humanos) 3.070.128.600 46 20.000 


individuales. 

*Estos valores corresponden al número diploide de cromosomas excepto en levadura. 

t Número haploide de cromosomas. Las cepas salvajes de levadura generalmente poseen ocho (octaploides) o más conjuntos de cromosomas. 
* Número de las hembras con dos cromosomas X. Los machos tienen un X pero ningún Y; por tanto, 11 cromosomas en total. 


7 Mi: 


(a) 


ceso de diferenciación. En unos pocos organismos (por 
ejemplo, los tripanosomas) cada mitocondria contiene 
millares de copias de mtDNA organizadas en una com- 
pleja matriz entrelazada denominada cinetoplast l 
tamaño del mtDNA de las células ve e Í 
200.000 y 2.500.000 pb. Las moléc 
cloroplastos (cpDNA) también son dúplex circulareš, 
cuyo tamaño varía entre 120.000 a 160.000 pb. Se ha 
especulado mucho acerca del origen evolutivo de los 
DNA de las mitocondrias y los cloroplastos. Un punto de 
vista ampliamente aceptado supone que se trata de 
vestigios de los cromosomas de bacterias arcaicas que 
llegaron hasta el citoplasma de las células huésped y se 
convirtieron así en los precursores de estos orgánulos 
(véase la Fig. 1-38). El DNA mitocondrial codifica los 
tRNAs y rTRNAs mitocondriales así como un pequeño 
número de proteínas mitocondriales. Más del 95% de 
las proteínas de las mitocondrias están codificadas por 
el DNA nuclear. Las mitocondrias y los cloroplastos se 
dividen al dividirse la célula. Su DNA se replica antes y 
durante la división de estos orgánulos, y las moléculas 
de DNA hijas pasan a los orgánulos generados durante 
la división. 
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FIGURA 24-5 Cromosomas eucarióticos. (a) Pareja de cro- 
mátidas hermanas unidas y condensadas de un cromosoma 
humano. Los cromosomas eucarióticos tienen esta apariencia 
en la metafase mitótica. (b) Conjunto completo de cromosomas 
de un leucocito de uno de los autores. Las células somáticas 
humanas normales tienen 46 cromosomas. [Fuentes: Don W. 
Fawcett/Science Source. C Michael M. Cox.] 


Los genes y los cromosomas eucarióticos 

son muy complejos 

Muchas especies bacterianas tienen un solo cromosoma 
por célula y en prácticamente todos los casos el cromo- 


ATRIO nene únicamente una copia de cada gen. Unos 
pocos ge 


nes, como los de los rRNA, están repetidos 

varias veces. Los genes y las secuencias reguladoras 

ocupan casi todo el DNA en las bacterias. Además, casi 

todos los genes son exactamente colineales con la 

secuencia de aminoácidos (o la secuencia de RNA) que 
codifican (Fig. 24-2). 

La organización de los genes en el DNA eucariótico 

es mucho más compleja, tanto estructural como funcio- 


FIGURA 24-6 Una mitocondria en proceso de división. Algunas pro- 
teínas y RNA mitocondriales están codificados por una de las copias de 
DNA mitocondrial (no visible en esta imagen). El DNA mitocondrial 
(mtDNA) se replica cada vez que se divide la mitocondria, antes de la 
división celular. [Fuente: Don W. Fawcett/Science Source ] 
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FIGURA 24-7 Intrones de dos genes eucarióticos. El gen de la ovoal- 
búmina tiene siete intrones (de Á a G), que dividen las secuencias codi- 
ficantes en ocho exones (L, y del 1 al 7). El gen de la subunidad f de la 


nalmente. El estudio de la estructura de los cromoso- 
mas eucarióticos y, más recientemente, la secuencia- 
ción de genomas eucarióticos enteros han deparado 
muchas sorpresas. Muchos genes eucarióticos, proba- 
blemente la mayor parte, tienen una propiedad estruc- 
tural característica y sorprendente: sus secuencias de 
nucleótidos contienen uno o más segmentos intercala- 
dos de DNA que no codifican la secuencia de aminoáci- 
dos del producto polipeptídico. Estas inserciones no 
traducidas interrumpen la, por lo demás, precisa rela- 
ción colineal entre la secuencia de nucleótidos del gen 
y la secuencia de aminoácidos del polipéptido. Estos 
segmentos de DNA génico no traducido se denominan 
secuencias intercaladas o intrones, y los segmentos 
codificantes se denominan exones. Pocos genes bacte- 
rianos contienen intrones. En los eucariotas superiores, 
los genes tienen en general más secuencias en los intro- 
nes que en los exones. Por ejemplo, en el ole j 
fica la única cadena polipeptídica de la p 
huevo aviar ovoalbúmina (Fig. 24-7), los intrones son 
mucho más largos que los exones; en total, siete intro- 
nes constituyen el 85% del DNA del gen. El gen de la 
proteína muscular titina se lleva la palma con 178 intro- 
nes. Parece que los genes de las histonas no tienen 
intrones. La función de los intrones no está clara en la 
mayoría de casos. En total, sólo el 1,5% del DNA huma- 
no es “codificante”, o exónico, con información para 
productos proteicos. Sin embargo, cuando los intrones, 
de mayor tamaño, se incluyen en el cómputo, los genes 
representan hasta el 30% del genoma humano. Queda 
mucho trabajo por hacer para entender los otros tipos 
de secuencias genómicas. Una gran parte del DNA no 
génico consiste en secuencias repetidas de diferentes 
tipos, entre las que se encuentran elementos trasponi- 
bles (transposones), parásitos moleculares que repre- 
sentan casi la mitad del DNA del genoma humano 
(véase la Fig 9-29 y los capítulos 25 y 26). 
Aproximadamente un 3% del genoma humano con- 
siste en secuencias altamente repetitivas, también 
denominadas DNA de secuencia simple o repeticio- 
nes de secuencia simple (SSR). Estas cortas secuen- 
cias, generalmente de menos de 10 pares de bases, 
pueden estar repetidas millones de veces en una célula. 
El DNA de secuencia simple también ha sido denomina- 
do DNA satélite, porque su inusual composición de 
bases hace que migre como bandas “satélite” (separa- 
das del resto del DNA) cuando muestras de DNA celular 
fragmentado se centrifugan en gradientes de densidad 
de cloruro de cesio. No parece que el DNA satélite codi- 
fique proteínas o RNA. En contraste con los elementos 


hemoglobina tiene dos intrones y tres exones, incluyendo un intrón que 
por sí solo contiene más de la mitad de los pares de bases del gen 


transponibles, el DNA altamente repetitivo puede que 
tenga una importancia funcional identificable en el 
metabolismo celular humano, puesto que en buena 
parte está asociado con dos importantes estructuras de 
los cromosomas eucarióticos: los centrómeros y los teló- 
meros. 

El centrómero (Fig. 24-8) consiste en una se- 
cuencia de DNA que durante la división celular actúa 
de punto de unión de las proteínas que fijan el cromo- 
soma a los microtúbulos del huso mitótico. Esta unión 
resulta esencial para que se produzca la segregación 
igual y ordenada de los cromosomas entre las células 
hijas. Se han aislado y estudiado los centrómeros de 
Saccharomyces cerevisiae. Las secuencias esenciales 
para la función de los centrómeros tienen aproximada- 
mente 130 pares de bases y son muy ricas en pares 
=T. Las secuencias centroméricas de los eucariotas 
} mucho más largas y, a diferencia de las 

, generalmente contienen DNA de 
secuencia simple, que consiste en miles de copias en 
tándem de una o unas pocas secuencias cortas de 5 a 
10 pb en la misma orientación. Todavía no se conoce el 
papel exacto del DNA de secuencia simple en la fun- 
ción del centrómero. 

Los telómeros (del griego telos, “extremo”) son 
secuencias con función estabilizadora situadas en los 
extremos de los cromosomas eucarióticos. Los telóme- 
ros terminan con múltiples secuencias repetidas de la 
forma 


5)T,G), 
GNACY, 


donde x e y suelen oscilar entre 1 y 4 (Tabla 24-3). El 
número de repeticiones teloméricas, n, está entre 20 y 
100 en el caso de la mayoría de eucariotas unicelulares 
y es generalmente superior a 1.500 en los mamíferos. 
Los extremos de una molécula lineal de DNA no pueden 
ser replicados de forma rutinaria por la maquinaria de 
replicación celular (ello puede ser una de las causas de 


Telómero 


Centrómero 


Telómero 


Secuencias Únicas (genes), repeticiones dispersas y 
múltiples orígenes de replicación 


FIGURA 24-8 Elementos estructurales importantes de un cromo- 
soma de levadura. 


TABLA 24-3 “Secuencias telomeéricas 


Homo sapiens 
' (humanos) 


-(TTAGGO), 


Tetrahymena 
| thermophila 
(protozoo ciliado) | 
Saccharomyces | CTD a 
cerevisiae 
(levadura) 
Arabidopsis thaliana | (TTTAGGG), 
(planta) | 


(TTGGGO), 


la circularidad de las moléculas de DNA bacteriano). 
Las secuencias repetidas de los telómeros se añaden a 
los extremos de los cromosomas principalmente por el 
enzima telomerasa (véase la Fig. 26-38). 

Se han construido cromosomas artificiales (Capítu- 
lo 9) con el propósito de comprender mejor el significa- 
do funcional de muchas de las características estructu- 
rales de los cromosomas eucarióticos. Un cromosoma 
artificial y lineal requiere para ser razonablemente 
estable solamente tres componentes: un centrómero, 
un telómero en cada extremo y las secuencias que per- 
miten el inicio de la replicación del DNA. Los cromoso- 
mas artificiales de levadura (YAC; véase la Fig. 9-6) han 
sido desarrollados respondiendo a los requerimientos 
de la investigación biotecnológica. gamentg WN 
están desarrollando cromosomas ner YA 
(HAC) para el tratamiento de enferme gene 
Estos sistemas pueden abrir nuevas vías para el reem- 
plazamiento intracelular de productos génicos ausentes 
o defectuosos o para la terapia génica somática. 


RESUMEN 24.1 Elementos cromosómicos 


MM Los genes son segmentos de un cromosoma que 
contienen la información para un polipéptido funcional o 
una molécula de RNA. Además de los genes, los cromo- 
somas contienen diversas secuencias reguladoras impli- 
cadas en la replicación, la transcripción y otros procesos. 
E El DNA genómico y las moléculas de RNA son gene- 
ralmente varios órdenes de magnitud más largas que las 
partículas víricas o las células que los contienen. 

E Muchos genes de las células eucarióticas (pero unos 
pocos de las bacterias y las arquea) están interrumpidos 
por secuencias no codificantes denominadas intrones. 
Los segmentos codificantes separados por los intrones 
se denominan exones, 

E Sólo alrededor del 1,5% del DNA genómico humano 
codifica proteínas. Incluso cuando se incluyen los intro- 
nes, los genes representan menos de un tercio del DNA 
genómico humano. Gran parte del DNA restante consis- 
te en secuencias repetidas de diversos tipos. Los ácidos 
nucleicos parásitos, conocidos como transposones, 
representan la mitad del genoma humano. 

E Los cromosomas eucarióticos poseen dos importan- 
tes secuencias de DNA repetitivo con funciones espe- 
ciales: los centrómeros, que son los sitios de unión del 
uso mitótico y los telómeros, localizados en los extre- 
mos de los cromosomas. 
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24.2 Superenrollamiento del DNA 


Hemos visto que el DNA celular está altamente compac- 
tado, lo cual implica un alto grado de organización 
estructural. Sin embargo, el mecanismo de plegamiento 
del DNA debe permitir acceder a la información conteni- 
da en el DNA en procesos como la replicación y la trans- 
cripción. Antes de considerar estos aspectos, debemos 
examinar una importante propiedad de la estructura del 
DNA, conocida como superenrollamiento. 

El término “superenrollamiento” se refiere al enro- 
llamiento de una hélice. Un hilo de teléfono antiguo es 
un ejemplo típico de cable enrollado. El trayecto segui- 
do por el hilo entre la base dei teléfono y el auricular a 
menudo presenta una o más superhélices (Fig. 24-9). 
El DNA está enrollado formando una doble hélice, en la 
cual ambas cadenas se enrollan alrededor de un eje. El 
enrollamiento adicional del eje sobre sí mismo (Fig. 
24-10) produce el superenrollamiento del DNA. Como 
se detalla más adelante, el superenrollamiento del DNA 
es generalmente la manifestación de una tensión estruc- 
tural Cuando no hay enrollamiento neto del eje del 
DNA sobre sí mismo, se dice que el DNA se encuentra 
relajado. 

Podríamos haber predicho que la compactación del 
DNA implica alguna forma de superenrollamiento. 
Quizá no resulte tan previsible que la replicación y la 
transcripción del DNA y el superenrollamiento se influ- 
yan recíprocamente. Tanto la replicación como la trans- 
cripción requieren la separación transitoria de las cade- 
nas del DNA, y éste no es un proceso sencillo en una 

con dos cadenas entrelazadas helicoidalmen- 
mo se muestra en la Fig, 24-11). 


Super- 
enrollamiento 


FIGURA 24-9 Superenrollamientos. Un cable de teléfono tipico está 
enrollado como una hélice de DNA y el cable enrollado puede a su vez 
enrollarse en una superhélice. Este ejemplo es especialmente adecuado, 
pues el examen de los cables del teléfono ayudó a Jerome Vinograd y 
colaboradores a comprender que muchas propiedades de los pequeños 
DNA circulares podían explicarse por el superenroliamiento. Ellos fueron 
los primeros en descubrir en 1965 la presencia de superenrollamiento en 
pequeños DNA víricos circulares. 
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FIGURA 24-10 Superenrollamiento del DNA. Cuando 
i el eje de la doble hélice de DNA se enrolla sobre sí 
S mismo forma una hélice nueva (superhélice). La super- 
hélice de DNA se denomina habitualmente un superen- 
rotlamiento. 


El superenrollamiento del DNA densamente empa- 
quetado en el núcleo celular parecería lógico y hasta 
trivial si no fuera por una circunstancia adicional: 
muchas moléculas de DNA circular siguen estando alta- 
mente superenrolladas incluso después de ser extraídas 
de las células y purificadas de proteínas y otros compo- 
nentes celulares. Ello demuestra que el superenrolla- 
miento es una característica intrínseca de la estructura 
terciaria del DNA, que se manifiesta en t O 
celulares y que se encuentra estrictamente 
todas las células. 

Se han determinado varias propiedades medibles 
del superenrollamiento, y el estudio de las propiedades 
del superenrollamiento ha permitido aclarar muchos 
aspectos de la estructura y la función del DNA. Este 
trabajo se ha basado en gran medida en una rama de las 
matemáticas denominada topología, que estudia las 
propiedades de los objetos que se mantienen invariables 
cuando éstos son sometidos a deformaciones continuas. 
En el caso del DNA, las deformaciones continuas inclu- 
yen los cambios conformacionales debidos a las fluctua- 
ciones térmicas o a la interacción con proteínas u otras 
moléculas. Las deformaciones discontinuas implican la 
rotura de las cadenas del DNA. Para moléculas de DNA 
circular, una propiedad topológica es, pues, aquella que 
no se ve afectada por deformaciones de las cadenas del 
DNA, con tal que no se produzcan roturas. Las propie- 
dades topológicas se alteran solamente por rotura y 
posterior empalme de una o ambas cadenas del DNA. 

A continuación examinaremos las propiedades fun- 
damentales y las bases físicas del superenrollamiento. 


La mayor parte del DNA celular se encuentra subenrollado 


Para comprender el superenrollamiento debemos con- 
centrarnos en las propiedades de los DNA circulares de 
pequeño tamaño, tales como los plásmidos y algunos 
DNA víricos. Cuando estos DNA no tienen cortes en 
ninguna de las dos hebras se denominan DNA circula- 
res cerrados. Si el DNA que forma la molécula circular 
cerrada adopta una conformación cercana a la forma B 
(la estructura de Watson y Crick; véase la Fig. 8-13), 


(a) 


(b) 
DNA subenrollado 


RNA 
polimerasa 


la transcripción 


FIGURA 24-11 Efectos de la replicación y de la transcripción sobre el 
superenrollamiento del DNA. Debido a que el DNA es una estructura en 
doble hélice, la separación de las hebras provoca tensión adicional y 
superenrollamiento si el DNA está constreñido (sin libertad de rotación) 
más allá de la separación de las hebras. (a) El efecto general se puede 
ilustrar enrollando dos tiras de goma para que formen una doble hélice. 
Si uno de los extremos está constreñido, la separación de las dos hebras 
en el otro extremo provocará enrollamiento, (b) En una molécula de 
DNA, el avance de una DNA o RNA polimerasa (como ta aquí mostrada) 
lo largo del DNA implica la separación de las hebras. Como resultado, 
el DNA se sobre-enrolla por delante del enzima y se desenrolla por 
detrás. Las flechas rojas indican la dirección del enrollamiento. 


con una vuelta de la doble hélice cada 10,5 pb, el DNA 
se encontrará relajado en lugar de superenrollado (Fig. 
24-12). El superenrollamiento se produce cuando el 
DNA está sometido a algún tipo de tensión estructural. 
El DNA circular cerrado purificado raramenie se 
encuentra relajado, con independencia de su origen 
biológico. Además, los DNA procedentes de un determi- 
nado tipo celular tienden a poseer un grado de superen- 
rollamiento característico. La estructura del DNA se 
encuentra, pues, sometida a una tensión, cuya magni- 
tud está regulada por la célula con objeto de inducir el 
superenrollamiento. 


. 
aa .. + 
Har fp- > 


En general, la tensión es el resultado de un suben- 
rollamiento de la doble hélice en el DNA circular 
cerrado. Dicho de otro modo, el DNA tiene menos vuel- 
tas de hélice de lo que sería de esperar para la estructu- 
ra en forma B. Los efectos del subenrollamiento se 
ilustran en la Figura 24-13. Un segmento de 84 pb de 
un DNA circular relajado contiene ocho vueltas de la 
doble hélice, o sea, una vuelta cada 10,5 pb. Si se elimi- 
nase una vuelta, habría (84 pb)7= 12,0 pb por vuelta en 
lugar de las 10,5 que se observan en el B-DNA (Fig.24- 
13b). Ello supondría una desviación respecto a la forma 
más estable del DNA, y como resultado la molécula 
sufriría una tensión termodinámica. Normalmente, la 
mayor parte de la tensión se absorbería por el enrolla- 
miento del eje del DNA sobre sí mismo para formar una 
superhélice (Fig. 24-13c; una parte de la tensión en 
est4e segmento de 84 pb simplemente se dispersaría en 
el conjunto de la molécula de DNA soe En princi 


pio, la tensión también podría absorbers SO 
NE 


(c) Superenrollamiento 


(d) Separación de las hebras 


FIGURA 24-13 Efectos del desenrollamiento del DNA. (a) Segmento 
de una molécula de DNA circular cerrado de 84 pares de bases en su 


forma relajada con ocho vueltas de hélice (b) La eliminación de una 
vuelta genera una tensión estructural. (c) La tensión es acomodada, en 
general, por el superenrollamiento. (d) El desenrollamiento del DNA 
también faciita la separación de las hebras. En principio, cada vuelta eli- 
minada debería facilitar la separación de las hebras en una longitud de 
unos 10 pares de bases, tal como se indica. Sin embargo, los puentes de 
hidrógeno de los pares de bases impiden la separación de las hebras 
sobre distancias tan cortas y el efecto sólo resulta importante en DNA 
más largos y con niveles superiores de desenrollamiento. 
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FIGURA 24-12 DNA plasmidi- 
cos relajados y superenrollados, 
La molécula más a Ía izquierda 
está relajada; el grado de superen- 
rollamiento aumenta de ¡izquierda 
a derecha. Fuente: Laurien Polder, 
de A Kornberg, DNA Replication, p 
29, W. H. Freeerran, New York, 
1980; 


dos hebras de DNA a lo largo de una distancia de unos 
10 pb (Fig. 24-13d). En el DNA circular cerrado purifi- 
cado, la tensión producida por el subenrollamiento se 
absorbe habitualmente por el superenroilamiento, rno 
por la separación de las hebras, porque la espiralación 
del eje del DNA requiere menos energía que la rotura de 
los puentes de hidrógeno que estabilizan los pares de 
bases. Sin embargo, hay que señalar que el subenrolla- 
miento del DNA in vivo facilita la separación de las 
hebras del DNA y, por tanto, facilita el acceso a la infor- 
mación que contienen, 

Todas las células subenrollan activamente su DNA 
con la ayuda de procesos enzimáticos (descritos más 
adelante), y el estado tensionado resultante constituye 
una forma de almacenamiento de energía. Las células 
mantienen el DNA en un estado subenrollado para 
facilitar su compactación por superenrollamiento. Ade- 
más, el subenrollamiento del DNA es importante para 


os enzi del metabolismo del DNA que deben facili- 
| ación de las hebras como una parte de sus 


funciones. 

El estado subenrollado únicamente puede mante- 
nerse si el DNA es un círculo cerrado o si se encuentra 
unido y estabilizado por proteínas, de manera que las 
bebras no tengan libertad de rotación una en torno de 
la otra. Si se produce un corte en una de las cadenas de 
un DNA circular libre de proteínas, la libre rotación en 
este punto hará que el DNA subenrollado revierta de 
modo espontáneo al estado relajado. Sin embargo, en 
una molécula de DNA circular cerrado, el número de 
vueltas de la hélice es fijo y no puede cambiar sin al 
menos un corte transitorio en una de las hebras. Por 
tanto, el número de vueltas de la hélice de una molécu- 
la de DNA constituye una representación precisa del 
superenrollamiento. 


El subenrollamiento del DNA se define por el número 
de enlace topológico 


Varias ideas que son de utilidad en esta discusión pro- 
ceden de la rama de las matemáticas conocida como 
topología, en particular el concepto de número de 
enlace. El número de enlace es una propiedad topoló- 
gica del DNA de doble cadena, pues no varía a conse- 
cuencia de la curvatura o la deformación del DNA, 
siempre que las dos cadenas permanezcan intactas. El 
concepto de número de enlace (Lk) se ilustra en la 
Figura 24-14. 

Empecemos visualizando la separación de las dos 
cadenas de un DNA circular de doble cadena. Si las dos 
hebras están ligadas tal como se muestra en la Figura 
24-14a, se encuentran efectivamente unidas por un 
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(b) Lk = 6 


FIGURA 24-14 El número de enlace, Lk. Como de costumbre, cada 
cinta azul representa una hebra de una molécula de DNA de doble 
cadena. La molécula en (a) tiene un Łk = 1. La molécula en (b) tiene un 
Lk = 6. Con propósito ilustrativo, una de las hebras de (b) se representa 
sin torsión para definir así el borde de una superficie imaginaria (som- 
breada en azul). El número de veces que la hebra con torsión cruza esta 
superficie define con precisión el valor del número de enlace. 


enlace que denominaremos topológico. Incluso si se 
eliminasen todos los enlaces de hidrógeno y las interac- 
ciones de apilamiento de las bases, de modo que las 
cadenas ya no estuviesen en contacto físico, este enlace 
topológico continuaría manteniendo las dos cadenas 
unidas. Podemos suponer que una de las dos hebras es 
el límite de una superficie imaginaria (come 

plo, una película de jabón que ocupara yoe 
limitado por un alambre circular antes ANS ` 


pompa de jabón). El número de enlace puede definirse 


como el número de veces que la segunda hebra atravie- 
sa esta superficie. Para la molécula de la Figura 24-14a, 


Corte en 
una hebra {b} Lk no definido 
Aù = -2 F 
(a) Lk = 200 = ik a i 


(c) Lk = 198 


FIGURA 24-15 El número de enlace de las moléculas de DNA circu- 
lar cerrado. Se presentan tres formas de un DNA circular de 2.100 pares 
de bases: (a) relajado, Lk = 200; (b) relajado con una mella (corte) en 
una de las cadenas, ¿k no definido; (c) subenrollado con dos vueltas 
menos, Lk = 198. La molécula desenrollada generalmente se encuentra 
superespiralada, pero el desenrollamiento también facilita la separación 
de las hebras 


Lk = 1; para la molécula de la Figure 24-14b, Lk = 6. El 
número de enlace de un DNA circular cerrado es siem- 
pre un número entero. Por convención, si los enlaces 
entre las dos cadenas están dispuestos de tal forma que 
las dos hebras del DNA se hallen entrelazadas siguiendo 
una hélice dextrógira, el número de enlace se considera 
positivo (+). El número de enlace es negativo (-) para 
un entrelazamiento en hélice levógira. En la práctica, no 
encontraremos números de enlace negativos en el DNA. 

Podemos ahora aplicar estas ideas a un DNA circu- 
lar cerrado con 2.100 pb (Fig. 24-154). Para una molé- ~ 
cula relajada, el número de enlace es simplemente el Sas 
número de pares de bases dividido por el número de 
pares de bases por vuelta, es decir próximo a 10,5; por 
tanto, en este caso, Lk = 200. Para que una molécula de 
DNA circular posea una propiedad topológica tal como 
el número de enlace no ha de haber ningún corte en 
ninguna de las dos hebras. Si hubiera un corte en cual- 
quiera de las dos hebras, en principio, sería posible 
desenrollar y separar las hebras completamente. En 
este caso no existe enlace topológico y Lk no está defi- 
nido (Fig. 24-15b). 

Ahora podemos describir el subenrollamiento del 
DNA en términos de los cambios del número de enlace. 
El número de enlace del DNA relajado, designado por 
Lk, se toma como referencia. En la molécula que se 
muestra en la Figura 24-15a, Lk, = 200; si elimináramos 
dos vueltas en la molécula, Lk, sería igual a 198. Este 
cambio puede ser descrito por la ecuación: 


ALk = Lk - Lk, = 

198 - 200 = -2 (24-1) 
A menudo resulta conveniente expresar la variación del 
número de enlace en términos de una magnitud inde- 
pendiente de la longitud de la molécula de DNA. Esta 
magnitud, denominada diferencia de enlace especí- 
fica o densidad superhelicoidal (0), es una medida 
del número de vueltas eliminadas con respecto a las 
presentes en el DNA relajado: 


_ Lk : 
o= Dk (24-2) 


DNA relajado 


Lk = 200 
es q. 


Vueltas Vueltas 

super- super- 
elicoidales helicoidales 
negativas positivas 
Lk = 198 Lk = 202 


FIGURA 24-16 Superenrollamientos positivos y negativos. En la 
molécula relajada de la Figura 24-15a, un desenrollamiento o un sobren- 
rollamiento de dos vueltas helicoidales (Lk = 198 o 202) producirá un 
superenrollamiento negativo o positivo, respectivamente. Obsérvese que 
e' eje del DNA se retuerce en direcciones opuestas en los dos casos. 


En el ejemplo de la Figura 24-15c, g = - 0,01, lo que 
significa que el 1% (2 de 200) de las vueltas de la hélice 
del DNA (en forma B) han sido eliminadas. El grado de 
suhenrollamiento del DNA celular suele oscilar entre un 
5% y un 7%; es decir, ø = -0,05 a -0,07. El signo negati- 
vo indica que la variación del número de enlace se debe 
al subenrollamiento del DNA. El superenrollamiento 
inducido por el subenrollamiento se define, por tanto, 
como superenrollamiento negativo. Por el contrario, en 
determinadas condiciones, el DNA puede estar sobre-en- 
rollado, y entonces el superenrollamiento resultante se 
define como positivo. Obsérvese que la trayectoria des- 
crita por el eje de la hélice cuando el DNA está suben- 
rollado (superenrollamiento negativo) es la imagen 
especular de la descrita por el DNA sobrenrollado 
(superenrollamiento positivo) (Fig. 24-16). El super- 
enrollamiento no es un proceso al azar; el signo del 
superenrollamiento depende en gran medida de la ten- 
sión torsional aplicada al DNA que aumenta o disminuye 
el número de enlace en relación con el B-DNA relajado. 

El número de enlace puede variar en +1 mediante 
el corte de una de las hebras del DNA, la rotación de 
360° de uno de los extremos alrededor de la hebra 
intacta y el empalme de los extremos cortados. Este 
proceso no tiene ningún efecto sobre el número de 
pares de bases ni sobre el número de átomos de la molé- 
cula de DNA circular. Dos formas de un DNA circular 
que difieran únicamente en una propiedad topológica 
como el número de enlace se conocen como topoisó- 
meros. 


EJEMPLO PRÁCTICO 24-1 Cálculo de la ¿ge 
superhelicoidal 


¿Cuál es la densidad superhelicoidal (e) de un DNA 
circular cerrado de 4.200 pb de longitud y un número de 
enlace (Lk) de 374? ¿Cuál es la densidad superhelicoi- 
dal del mismo DNA cuando Lk = 412? ¿Estas moléculas 
están negativamente o positivamente superenrolladas? 


Solución: LPrimero se calcula £k, dividiendo la longitud 
del DNA circular cerrado (en pb) por 10,5 pb/vuelta: 
(4.200 pb)/(10,5 pb/vuelta) = 400. Ahora se puede cal- 
cular ALk con la ecuación 24-1: ALk = Lk- Lk = 374 - 
400 = -26. Sustituyendo los valores de ALk y Lk, en la 
ecuación 24-2: 0 = ALk /Lk, = -26/400 = -0,065. Puesto 
que la densidad superhelicoidal es negativa, esta molé- 
cula de DNA está superenrollada negativamente. 

Cuando esta misma molécula de DNA tiene un Lk 
de 412, ALk = 412-400 = 12 y g = 12/400 = 0,03. La 
densidad superhelicoidal es positiva y la molécula se 
encuentra superenrollada positivamente. 


Además de causar el superenrollamiento y favore- 
cer la separación de las hebras, el subenrollamiento del 
DNA facilita la aparición de cambios estructurales en la 
molécula. Estos tienen menor importancia fisiológica, 
pero ayudan a ilustrar los efectos del subenrollamiento. 
Recuerde que una estructura cruciforme (véase la Fig. 
8-19) suele contener un pequeño número de bases des- 
apareadas, y el subenrollamiento del DNA permite man- 
tener la necesaria separación de las hebras (Fig. 
24-17). Además, el subenrollamiento de una hélice 
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DNA relajado 


Po aean 


DNA subenrollado 


DNA cruciforme 


FIGURA 24-17 Modelo de cintas para ilustrar la torsión y el retorci- 
miento. La cinta ocre representa el eje de una molécula de DNA rela- 
jada. La tensión producida por la torsión de la cinta (subenrollamiento 
del DNA) puede manifestarse como un cambio en el retorcimiento o en 
la torsión. Los cambios topológicos del número de enlace suelen estar 
acompañados por cambios geométricos tanto en el retorcimiento como 


PON 


dextrógira facilita la formación de cortas regiones de 
Z-DNA levógiro, allí donde la secuencia de bases lo per- 
mite (véase el Capítulo 8). 


Las topoisomerasas catalizan cambios en el número 
de enlace del DNA 


El superenrollamiento del DNA es un proceso regulado 
de forma precisa que tiene influencia sobre muchos 
aspectos del metabolismo del DNA. Todas las células 
tienen enzimas cuya única misión es desenrollar y/o 
relajar el DNA. Los enzimas que aumentan o disminu- 
yen el grado de subenrollamiento del DNA se denomi- 
nan topoisomerasas, y su efecto es la modificación del 
número de enlace. Estos enzimas juegan un papel espe- 
cialmente importante en procesos tales como la replica- 
ción y el empaquetamiento del DNA. Hay dos clases de 
topoisomerasas. Las topoisomerasas de tipo I reali- 
zan un corte transitorio en una de las dos hebras del 
DNA, hacen pasar la hebra intacta a través del corte y 
vuelven a unir los extremos cortados; cambian Lk en 
incrementos de 1. Las topoisomerasas de tipo Il 
cortan ambas hebras y hacen variar Lk en mcrementos 
de 2, 

Los efectos producidos por estos enzimas pueden 
estudiarse mediante electroforesis en gel de agarosa 
(Fig. 24-18). Una población de DNA plasmídicos idén- 
ticos con el mismo número de enlace migran como una 
banda discreta durante la electroforesis. Esta técnica 
permite separar topoisómeros cuyos valores de Lk difie- 
ran en una sola unidad. De este modo, es fácil observar 
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FIGURA 24-18 Visualización de los topoisómeros. En este experimento, todas las moléculas 
de DNA tienen el mismo número de pares de bases, pero diferente grado de superenrollamiento. 
Las moléculas de DNA superenrollado son más compactas que las moléculas relajadas y, por 
tanto, migran más rápidamente en electroforesis en gel. Los geles que aquí se muestran separan 
los topoisómeros (que se mueven de arriba abajo) dentro de un estrecho margen de valores de 
densidad superhelicoidai. En el carril 1, el DNA altamente superenrollado migra como una banda 
única, a pesar de que probablemente estén presentes varios topoisómeros diferentes. En los 
carriles 2 y 3 se ilustra el efecto del tratamiento del DNA superenrollado con una topoisomerasa 
de tipo |; el DNA del carril 3 se trató durante más tiempo que el del carril 2. A medida que la 
densidad superheticoidal del DNA disminuye van apareciendo bandas distintas, que caen dentro 
del intervalo en el que el gel puede resolver topoisómeros individuales. Cada una de las bandas 
de la región indicada por el corchete al lado del carril 3 contiene círculos de DNA con el mismo 
número de enlace; el número de enlace cambia en una unidad de una banda a la siguiente. 


Lk 
decreciente 


DNA relajado — HS 
ae — 
superenrollado 


[Fuente: Cortesia del Laboratorio de Michael Cox.] 


los cambios en el número de enlace inducidos por las 
topoisomerasas. 

E. coli tiene al menos cuatro topoisomerasas distin- 
tas (de la I a la IV). Las de tipo I (topoisomerasas I y III) 
suelen relajar el DNA eliminando superenrollamientos 
negativos (aumentan Lk}. La forma con la que las topoi- 
somerasas de tipo I bacterianas cambian el número de 
enlace se ilustra en la Figura 24-19. Un enzima bacte- 
riano de tipo H, denominado topoisomerasa H o, alterna- 
tivamente, DNA girasa, puede introducir superenrolla- 
mientos negativos (disminuye Lk). Para ello este enzi- 
ma utiliza la energía del ATP. Para alterar el número de 
enlace del DNA las topoisomerasas de tipo IE cortan 
ambas hebras de la molécula de DNA y pasan otro 


dúplex a través del corte. La densidad superhelicoidal 
del DNA bacteriano se mantiene mediante la regulación 
de las actividades netas de las topoisomerasas 1 y IL 
Las células eucarióticas también poseen topoisome- 
rasas de los tipos I y II. Las topoisomerasas I y II son 
ambas de tipo I. El único enzima de tipo II tiene dos iso- 
formas en los vertebrados, denominadas lla y I8. La 
mayoría de enzimas de tipo Il, incluida una DNA girasa de 
las arqueas, están relacionadas y constituyen una familia 
denominada tipo IA. Las arqueas tienen un enzima 
inusual, la topoisomerasa VI, que por si sola define la 
familia del tipo IIB. Las topoisomerasas eucarióticas de 
tipo II no subenrollan el DNA (inducción de superenrolla- 
miento negativo), pero son capaces de relajar tanto supe- 


Cortépamon 


Topoisomerasa de tipo i 
Conformación 53 Conformación 
cerrada abierta 


53 


FIGURA DE MECANISMO 24-19 Reacción de la topoisomerasa tipo 
Il. La topoisomerasa | bacteriana aumenta el Lk cortando una de las 
hebras del DNA, pasando la hebra intacta a través del corte y finalmente 
sellando el corte. El ataque nucleofílico por la Tyr del sitio activo corta 


una de las hebreas del DNA. Los extremos se ligan por un segundo ata- 
que nucleofílico. A cada paso, un enlace de alta energía reemplaza a 
otro. [Fuente: Información de J.J. Champoux, Ann. Rev. Biochem. 70:369, 
2001, Fig. 3] 
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FIGURA 24-20 Alteración del número de enlace por una topoisome- 
rasa eucariótica de tipo lla. El mecanismo genera! consiste en el paso 
de un segmento intacto de DNA dúplex a través de un corte transitorio 
en otro segmento de cadena doble, El segmento de DNA entra y aban- 
dona la topoisomerasa a través de cavidades con puertas por encima y 


renrollamientos positivos como negativos (Fig. 24- 
La capacidad de las topoisomerasas d 


segmento de DNA dúplex a través de A 


doble de otro dúplex permite que estos enzimas resuel- 
van catenados, círculos de DNA topológicamente liga- 
dos (Fig. 24-20b). Algunas topoisomerasas están espe- 
cializadas en la descatenación. Por ejemplo, las bacterias 
poseen un enzima del tipo H, denominada topoisomerasa 
IV, que esta implicada en desanudar los cromosomas 
durante la división celular (Capítulo 25). 


El segundo segmento 
de DNA (azul oscuro) 
pasa a través del corte. 


por debajo del DNA unido, que se denominan puerta N y puerta C. Se 
hidrolizan dos ATP durante este ciclo. La estructura del enzima y el uso 
de ATP son especificos de esta reacción. [Fuente: Información de J 
Champoux, Ann. Rev. Biochem. 70:369, 2001, Fig. 11] 


Las arquea poseen un enzima poco usual, la topoi- 


some VI, que define por sí sola la familia tipo HB. 
Ti disidad de las topoisomerasas se muestra en la 


Tabla 24-4. 

En los próximos capítulos mostraremos cómo las 
topoisomerasas juegan un papel crítico en todos los 
aspectos del metabolismo del DNA. Son, pues, impor- 
tantes dianas farmacológicas en el tratamiento de infec- 
ciones bacterianas y en el cáncer (Recuadro 24-1) 


TABLA 24-4 Diversidad en el DNA de las topoisomerasas 


| Tipo Mecanismo Familia Dominio(s) Notas 

TA Paso de la Hebra Topoisomerasa I Bacterias, Relaja (-) 
| eucariotas 

| Topoisomerasa III Bacterias, eucariotas  Relaja (—) 

Girasa reversa Arqueas, bacterias Usa ATP para introducir vueltas 
superhelicoidales positivas; 
solamente bacterias termófilas 
y arqueas 

IB Suivelasa Topoisomerasa IB Bacterias, eucariotas Unas pocas bacterias; 
todos los eucariotas 
IC Suivelasa Topoisomerasa Y Arqueas Methanopyrus only 
HA Paso de la Hebra Topoisomerasa ll Arqueas, bacteria Introduce vueltas superhelicoidales 


HB Paso de la Hebra 


(DNA girasa) 
Topoisomerasa lla 
Topoisomerasa 118 
Topoisomerasa IV 
Topoisomerasa VI 


Eucariotas 
Eucariotas 
Bacteria 


Arqueas, bacteria, 
eucariotas 


neagativas (ATPase) 
Relaja (+ 0 —) 

Relaja (+ o —) 
Decatenasa 


Sólo plantas, algas y protistas 


o A 2 rr e — —- 
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RECUADRO 24-1 


MEDICINA 


Curación de enfermedades mediante la inhibición 


de topolisomerasas 


El estado topológico del DNA celular se encuentra 
íntimamente conectado con su función. Sin topoiso- 
merasas, las células no pueden replicarse o empa- 
quetar su DNA o expresar sus genes y, en consecuen- 
cia, mueren. Los inhibidores de las topoisomerasas 
se han convertido, por tanto, en importantes agentes 
farmacológicos para combatir agentes infecciosos o 
células malignas. 

Se han desarrollado dos clases de inhibidores de las 
topoisomerasas bacterianas que actúan como antibióti- 
cos. Las cumarinas, novobiocina y cumermicina Al, son 
productos naturales derivados de especies de Strep- 
tomyces. inhiben la unión del ATP a las topoisomerasas 
bacterianas de tipo Il, DNA girasa y topoisomerasa IV. 
Estos antibióticos no se usan con frecuencia para tratar 
infecciones en humanos, pero la investigación continúa 
para identificar variantes clínicamente útiles. 
| Los antibióticos derivados de la quinolona, tam- 
bién inhibidores de la DNA girasa y la topoisomerasa 
| IV bacrerianas, hicieron su aparición en 1962 con el 

ácido nalidíxico. Este compuesto mostró una efecti- 
vidad limitada y ya no se usa en clínica en Estados 
Unidos, pero el desarrollo continuado de esta clase 
de fármacos finalmente desembocó en la introduc- 
ción de las fluoroquinolonas, por ejemplo, el cipro- 
- floxacino (Cipro). Las quinolonas actúan b O 
| el último paso de la reacción de la topoiso pi 
- reparación de los cortes del DNA. El ciprofloxacino 


Acido nalixídico Ciprofloxacino 


a PP a a a a a a 


La compactación del DNA requiere una forma especial 
de superenrollamiento 


Las moléculas de DNA superenrollado son uniformes en 
varios aspectos. En una molécula de DNA superenrolla- 
do negativamente (Fig. 24-16) las vueltas superhelicoi- 
dales son hacia la derecha. El DNA superenrollado 
tiende a adoptar una forma extendida y estrecha en 
lugar de compacta, y suele presentar ramificaciones 
múltiples (Fig. 24-21). Con los valores de densidad 
superhelicoidal normalmente presentes en la célula, la 
longitud del eje de la superhélice, ramificaciones incluí- 
das, es un 40% de la longitud del DNA. Este tipo de 
superenrollamiento se denomina plectonémico (del 
griego plektos, “retorcido”, y nema “hebra”). Este tér- 
mino puede ser aplicado a cualquier estructura cuyas 
hebras estén entrelazadas de forma simple y regular y 
describe correctamente la estructura general del DNA 
superenrollado en disolución. 


es un antibiótico de amplio espectro. Es uno de los 
pocos antibióticos efectivos en el tratamiento de las 
infecciones por ántrax, y se considera un agente efi- 
caz en la protección contra el posible bioterrorismo. 
Las quinolonas son selectivas para las topoisomera- 
sas bacterianas, pues inhiben los enzimas eucarióti- 
cos sólo a concentraciones varios órdenes de magni- 
tud mayores que las dosis terapeúticas. 

Alguno de los agentes más importantes en la qui- 
mioterapia del cáncer son inhibidores de las topoiso- 
merasas humanas. Las topoisomerasas están presen- 
tes generalmente en niveles elevados en las células 
tumorales y los agentes dirigidos contra estos enzimas 


Irinotecano 


ATION 


El superenrollamienio plectonémico, la forma 
observada en los DNA aislados en el laboratorio, no pro- 
porciona la compactación necesaria para empaquetar el 
DNA en la célula. Un DNA subenrollado puede adoptar 
una segunda forma de superenrollamiento, denominada 
solenoidal (Fig. 24-22). A diferencia de los superen- 
rollamientos extendidos y hacia la derecha característi- 
cos de la forma plectonémica, el superenrollamiento 
solenoidal incorpora vueltas compactas hacia la izquier- 
da. La estructura resultante es similar a la adoptada por 
una manguera de jardín enrollada cuidadosamente alre- 
dedor de un soporte cilíndrico. Aunque sus estructuras 
son muy diferentes, los superenrollamientos plectoné- 
mico y solenoidal representan dos formas de superenro- 
llamiento negativo que puede adoptar el mismo seg- 
mento de DNA desenrollado. Las dos formas pueden 
interconvertirse con facilidad. La forma plectonémica es 
más estable en disolución, pero la forma solenoidal 
puede estabilizarse mediante la unión de proteínas, y es 
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son mucho más tóxicos para los tumores que para la 
mayor parte de otros tejidos. Se han desarrollado inhi- 
bidores tanto de las topoisomerasas de tipo I como de 
las de tipo I] como fármacos anticancerígenos. 

La camtoptecina, aislada de un árbol ornamental 
de origen chino, se sometió a pruebas clínicas por 
primera vez en la década de 1970 como inhibidor de 
las topoisomerasas eucariotas de tipo I. Las pruebas 
clínicas mostraron una eficacia limitada, a pesar de 
sus efectos prometedores iniciales en ratones. No 
obstante, en la década de 1990 se desarrollaron dos 
derivados, irinotecano (Campto) y topotecano 


O OH O 
OH 
OH 
OH O 
Hc 
H;C—— 0O 
| NH3 
OH 


Doxorrubicina 


o Coon 


(Hycamtin), efectivos en el tratamiento del cáncer 
colorrectal y de ovarios, respectivamente. Otros deri- 
vados probablemente sean aprobados para uso clíni- 
co en los próximos años. Todos estos fármacos 
actúan atrapando el complejo DNA-topoisomerasa 
en el que se corta el DNA inhibiendo su religación. 
Las topoisomerasas humanas de tipo II son dia- 
nas de diversos fármacos antitumorales, entre los 
que se encuentran la doxorrubicina (Adriamycin), el 
etopósido (Etopophos) y la elipticina. La doxorrubi- 
cina, efectiva contra varios tipos de tumores huma- 
nos, es una antraciclina de uso clínico. La mayoría de 
estos fármacos estabilizan el complejo covalente 
topoisomerasa-DNA (cortado). 

Todos estos agentes anticancerosos generalmen- 

te aumentan las lesiones en el DNA de las células 
diana tumorales en rápido crecimiento. Sin embargo, 
los tejidos no cancerosos también pueden verse afec- 
tados, apareciendo una toxicidad general y efectos 
secundarios desagradables que deben ser tratados 
adecuadamente durante la terapia. A medida que las 
terapias contra el cáncer se hacen más efectivas y las 
estadísticas de supervivencia de los pacientes de 
cáncer mejoran, la aparición independiente de nue- 
vos tumores se está convirtiendo en un grave proble- 
ma. En la búsqueda constante de nuevas terapias 
[A el cáncer, las topoisomerasas probablemente 
sigan siendo un importante objetivo de investigación. 
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la forma que se encuentra en los cromosomas eucarióti- 
cos. Da lugar a un grado de compactación mucho mayor 
(Fig. 24-22). El superenrollamiento solenoidal es el 
mecanismo mediante el cual el subenrollamiento contri- 
buye a la compactación del DNA en las células. 


superenrollamiento 


Puntos de 
ramificación 
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FIGURA 24-21 Superenrollamiento plectonémico. (a) 
Micrografía electrónica de un DNA de plásmido superen- 
rollado plectonémicamente, junto con una interpretación 
de la estructura observada (b). Las líneas de color púr- 
pura muestran el eje de! superenrollamiento. Obsérvese 
la ramificación de la superhélice. (e) Representación 
idealizada de esta estructura [Fuente: vuelto a publicar 
con permiso de Elsevier, de T.C. Boles et al, (1990) 
"Structure of piectonemicaliy supercoiled” 4 Mol. Biol 
213: 931-951, Fig.2, permiso gestionado por Copyright 
Clearance Center, Inc.] 


| 
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RESUMEN 24.2 El DNA superenrollado 


E La mayor parte del DNA celular está superenrolla- 
do. El subenrollamiento disminuye el número total de 
vueltas helicoidales del DNA en relación con la forma B 
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FIGURA 24-22 Superenrollamientos plectonémico y solenoidal de la 
misma molécula de DNA, dibujados a escala, El superenrollamiento 
plectonémico adopta la forma de una trenza dextrógira extendida. El 
superenrollamiento solenoida! negativo consiste en vueltas apretadas 
hacia la izquierda alrededor de una estructura tubular imaginaria. Las 
dos formas pueden interconvertirse con facilidad, aunque ta forma sole- 
noida no se observa normalmente a menos que ciertas proteínas se 
unan al DNA El superenrollamiento solenoidal produce un grado de 
compactación mucho mayor. 


relajada. Para mantener el estado subenrollado el DNA 
debe encontrarse en forma de círculo cerrado_o bien 
unido a proteínas. El subenrollamiento se Atar tj 
mediante un parámetro topológico denominadó rý 
de enlace, Lk. 

E El subenrollamiento se mide en términos de la dife- 
rencia de enlace específica, a, (también denominada 
densidad superhelicoidal), y es igual a (Lk-Lk Lk, 
Para los DNA celulares ø varía entre -0,05 y -0,07, lo 
que significa que aproximadamente entre el 5% y el 7% 
de las vueltas del DNA han sido eliminadas. El subenro- 
llarmiento del DNA facilita la separación de las hebras 
por los enzimas del metabolismo del DNA. 

MM Los DNA que difieren solamente en número de 
enlace se denominan topoisómeros. Los enzimas que 
subenrollan y/o relajan el DNA, las topoisomerasas, 
catalizan cambios de número de enlace. Las dos clases 
de topoisomerasas, tipo I y tipo H, cambian Lk en incre- 
mentos de 1 o de 2, respectivamente, por evento catalí- 
tico. 


24.3 La estructura de los cromosomas 


El término “cromosoma” se usa para designar la molé- 
cula de ácido nucleico que actúa como depositaria de la 
información genética en un virus, una bacteria, una 
célula eucariótica o un orgánulo. También se refiere a 
los cuerpos densamente coloreados que pueden obser- 
varse con el microscopio óptico en los núcleos de las 
células eucarióticas teñidas con colorantes. 


La cromatina está compuesta de DNA y proteínas 


Durante el ciclo celular eucariótico (véase la Fig. 12-44) 
se producen grandes cambios en la estructura de los 
cromosomas (Fig. 24-23). En las células eucarióticas 


FIGURA 24-23 Cambios en la estructura de los cromosomas durante 
el ciclo celular eucariótico. Las longitudes relativas de las fases aquí 
mostradas son convencionales. La duración de cada fase varía con el 
tipo celular y las condiciones de crecimiento (para organismos unicelula- 
) o el estado metabólico (para organismos pluricelulares); la mitosis 
rmalmente la más corta. El DNA celular está descondensado 
n mo se muestra en la representación del núcleo 
e} diagrama. El periodo de la interfase puede subdividirse (véase la Fig. 
12-44) en fase G1 (gap, hueco), fase $ (síntesis), en la que se replica el 
DNA; y fase G2, en la que las parejas de cromosomas (cromátidas) 
repticados se cohesionan. El DNA se condensa durante la protase de la 
mitosis. Durante la metafase, ios cromosomas condensados se disponen 
por pares en el plano equidistante de los potos dei huso. Los dos cromo- 
somas de cada pareja están unidos a diferentes polos del huso mediante 
microtúbulos que se extienden entre el huso y el centrómero. Las cro- 
mátidas hermanas se separan en la anafase, arrastrada cada una hacia el 
polo del huso al cual está conectada. El proceso se completa en la telo- 
fase. Una vez completada la división celular los cromosomas se descon- 
densan y el ciclo comienza de nuevo 


que no se dividen (en la fase G0} o en interfase (Gl, S 
y G2), el material cromosómico, denominado eromati- 
na, es amorfo y aparenta encontrarse disperso al azar 
en diversas regiones del núcleo. Durante la fase S de la 
interfase, el DNA en este estado amorfo se replica, y 
cada cromosoma origina dos cromosomas hermanos 
(denominados cromátidas hermanas) que permanecen 
asociadas entre sí después de finalizada la replicación. 
Los cromosomas se condensan considerablemente 
durante la profase de la mitiosis y adquieren la forma 
definida de los pares de cromátidas hermanas caracte- 
rísticas de cada especie (Fig. 24-5). 

La cromatina está formada por fibras que contienen 
proteínas y DNA en cantidades aproximadamente igua- 
les (en masa) y una pequeña cantidad de RNA. El DNA 
de la cromatina se encuentra íntimamente asociado con 
proteínas denominadas histonas, que empaquetan y 
ordenan el DNA en unidades estructurales denomina- 
das nucleosomas (Fig. 24-24). La cromatina también 


(a) Núcleo de histonas del nucleosoma 


DNA 
internucleosomal 


FIGURA 24-24 Nucleosomas. (a) Los nucleosomas espaciados de 
forma regular consisten en complejos de histonas unidos al DNA. (b) en 
esta micrografía electrónica las estructuras formadas por el DNA enro- 
liado sobre el octámero de histonas son claramente visibles. [Fuente: (b) 
J. Bednar et al. Nucleosomes, linker DNA and linker histone form a uni- 
que structural motif that directs the higher-order folding and compaction 
of chromatin, Proc. Nat! Acad. Sci USA vol. 95 no, 24: 14173-14178, 
november 1998 Cell Biology Fig. 1 c National Academy of Sciences, 
USA] 


contiene muchas proteínas no histonas, algunas de las 
cuales ayudan a mantener la estructura del cromoso 
mientras que otras regulan la expresión de genes gsp 
cíficos (Capítulo 28). El primer nifél de, er 
miento del DNA eucariótico es el núucteosomía $ 
nuación el DNA se organiza en una sucesión de estruc- 
turas de orden superior que culminan en el cromosoma 
compacto visible al microscopio óptico. Ahora nos ocu- 
paremos de esta estructura en los eucariotas y la com- 
pararemos con el empaquetamiento del DNA en las 
células bacterianas. 


Las histonas son pequeñas proteínas básicas 


Las histonas, presentes en la cromatina de todas las 
células eucarióticas, tienen masas moleculares relativas 
que van de 11.000 a 21.000 y son muy ricas en los ami- 
noácidos básicos arginina y lisina (que juntos suponen 


TABLA 24-5 Tipos y propiedades 
de las histonas comunes 


HI" 21.130 223 295 11,3 | 
H2A* 13.960 129 10,9 193 | 
| H2B* 13.774 125 16,0 164 | 
| H3 15.273 135 196 133 

| H4 


11.236 102 10,8 137 


*El tamaño de estas histonas varía ligeramente según la especie. 
Estos datos corresponden a las histonas bovinas. 


(Es VA 
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aproximadamente una cuarta parte de los residuos ami- 
noácidos). Todas las células eucarióticas tienen cinco 
clases principales de histonas, que difieren entre sí en 
masa molecular y composición de aminoácidos (Tabla 
24-4}. Las histonas H3 tienen una secuencia de aminoá- 
cidos prácticamente idéntica en todos los eucariotas, al 
igual que las histonas H4, lo que sugiere que sus funcio- 
nes se han conservado rigurosamente. Por ejemplo, sólo 
2 de los 102 residuos aminoácidos difieren entre las 
moléculas de la histona H4 de guisante y la de vaca y 
sólo 8 difieren entre la histona H4 de humanos y la de 
levadura. Las histonas H1, H2A y H2B presentan un 
menor grado de similitud entre especies eucarióticas, 

Cada uno de estos tipos de histona es objeto de 
modificaciones enzimáticas por metilación, acetilación, 
ADP-ribosilación, fosforilación, glucosilación, sumoila- 
ción o ubiquitinación. Estas modificaciones afectan la 
carga eléctrica neta, la forma y otras propiedades de las 
histonas, así como las propiedades estructurales y fun- 
cionales de la cromatina y juegan un papel en la regula- 
ción de la transcripción. 

Además, los eucariotas generalmente poseen varias 
variantes de ciertas histonas, principalmente de las histo- 
nas H2A y H3, descritas con más detalle más adelante. 
Las formas variantes, junto con sus modificaciones, tie- 
nen funciones especializadas en el metaholismo del DNA. 


Los nucleosomas son las unidades fundamentales 
de organización de la cromatina 


El cromosoma eucariótico mostrado en la Figura 24-5 

nta la compactación de una molécula de DNA de 
Mina de unos 10* ¡zm en el interior de un núcleo 
celular que tiene un diámetro de entre 5 y 10 um. Esta 
compactación es el resultado de la superposición de 
varios niveles de plegamiento altamente organizado. Si 
se someten los cromosomas a tratamientos de descon- 
densación parcial, se pueden poner de manifiesto 
estructuras en las cuales el DNA se encuentra íntima- 
mente unido a agregados proteicos, que a menudo se 
hallan espaciados regularmente. Las “cuentas” de esta 
formación en “rosario” son complejos de histonas y 
DNA. Las cuentas junto con el DNA de conexión entre 
las cuentas forman el nucleosoma, la unidad fundamen- 
tal de organización de la cromatina, a partir de la cual se 
organiza el empaquetamiento de orden superior 
(Fig. 24-25). Cada nucleosoma contiene ocho molécu- 
las de histona, dos copias de cada una de las histonas 
H2A, H2B, H3 y H4. El espaciado de los nucleosomas a 
lo largo del DNA define una unidad repetitiva de unos 
200 pb, de los que 146 pb están fuertemente unidos 
alrededor del núcleo de histonas y el resto sirve de DNA 
de unión entre los nucleosomas. La histona H1 está 
unida al DNA de conexión. Un tratamiento breve de la 
cromatina con enzimas que digieren el DNA, degrada 
preferentemente el DNA de conexión, liberándose par- 
tículas que contienen 146 pb de DNA, que se halla pro- 
tegido de la digestión. Los nucleosomas así obtenidos se 
han cristalizado y la difracción de rayos X ha mostrado 
que el nucleosoma está formado por ocho moléculas de 
histona, sobre las cuales está enrollado el DNA, en 
forma de solenoide levógiro (Fig. 24-25). Las colas de 
las histonas se extienden hacia el exterior de los nucleo- 
somas y están intrínsicamente desordenadas (Fig. 
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FIGURA 24-25 DNA enrollado en torno al núcleo de histonas del 
nucleosoma. (a) Estructura simplificada del octámero del nucieosoma 
Gzquierda) con el DNA enrollado alrededor de las histonas (derecha). (b) 
Modelo de cintas del nucleosoma de la rana africana Xenopus laevis. Los 
diferentes colores representan las diferentes histonas, de acuerdo con el 
código de colores en (a) (c) Representación de la superficie del nucleo- 
soma. La vista en (c) está girada en relación a la vista en (b) para que 
coincida con la vista en (a) Un segmento de DNA de 146 pb en forma de 
superhélice levógira solenoidal se enrolla en torno al complejo de histonas 
1,67 veces. (d) Dos vistas de las colas amino-terminales de las histonas 
extendiéndose hacia fuera a través de los dos dúplex de DNA enrollados 
alrededor del nucleosoma. Algunas colas pasan a través de las superhéli- 
ces aprovechando los orificios formados por el alineamiento surcos 
menores de hélices adyacentes, Las colas de la H3 y la H 

entre las dos hélices de DNA enrollacas alrededor de tas histonas; las 
colas de la H4 y la H2A emergen entre subunidades de histona adyacen- 
tes. (e) Las colas armino-terminales de un nuclosoma se extienden fuera 
de la partícula e interaccionan con los nuckleosomas adyacentes, contribu- 
yendo a determinar el empaquetamiento de orden superior del DNA. 
[Fuente: (b-d) PDB ID 1AOI, K. Luger et al., Nature 389:251, 1997,] 


24-25d). La mayoría de las modificaciones de las histo- 
nas ocurren en estas colas. A su vez, las colas juegan un 
papel determinante en el establecimiento de los contac- 
tos entre los nucleosomas en la cromatina (Fig. 24-25e). 

El examen minucioso de esta estructura permite 
explicar por qué el DNA eucariótico se encuentra sub- 
enrollado a pesar de que las células eucarióticas carez- 
can de enzimas para subenrollar el DNA. Recuérdese 
que el enrollamiento solenoidal del DNA en los nucleo- 
somas es una de las formas que puede adoptar el DNA 
subenrollado (superenrollado negativamente). El enro- 
llamiento compacto del DNA alrededor de los núcleos 
de histona en las partículas nucleosomales requiere la 
eliminación de aproximadamente una vuelta de hélice 
en el DNA. Cuando el núcleo proteico de un nucleosoma 
se une in vitro a un DNA circular cerrado relajado, la 
unión introduce un superenrollamiento negativo. Pues- 
to que esta unión no rompe el DNA ni varía el número 
de enlace, la formación de un superenrollamiento sole- 
noidal negativo debe estar compensada por un superen- 
rollamiento positivo del DNA que no se encuentra unido 
a proteína (Fig. 24-26). Como se ha mencionado ante- 
riormente, las topoisomerasas eucarióticas pueden rela- 
jar superenrollamientos positivos. La relajación del 
superenrollamiento positivo hace que el superenrolla- 


Colas de las histonas 


Visión fronta! 
H4 


H3 


Visión lateral 


H2A 


Octámero 
de histonas 


miento negativo quede fijado (en virtud de la unión del 
DNA al núcleo de histonas del nucleosoma), y produce 
un descenso neto del número de enlace. Es, pues, natu- 
ral que en ensayos in vitro las topoisomerasas resulten 
necesarias para estructurar la cromatina a partir de 
histonas purificadas y DNA circular cerrado. 

Otro factor que afecta la unión del DNA a las histo- 
nas en los nucleosomas es la secuencia del DNA. Los 
núcleos de histonas no se unen al azar al DNA, sino que 
tienden a situarse en ciertas posiciones. No se conoce 
con seguridad la causa del posicionamiento, pero en 
algunos casos parece depender de la abundancia local 
de pares de bases A=T en los lugares de contacto de la 
hélice del DNA con las histonas (Fig. 24-27). El íntimo 
enrollamiento del DNA alrededor del núcleo de histonas 
de los nucleosomas requiere la compresión del surco 
menor en estos puntos, que se ve facilitada por el agru- 
pamiento de dos o tres pares de bases A=T. Los nucleo- 
somas se unen particularmente bien donde los dinu- 
cleótidos AA, AT o TT están separados por intervalos de 
10 pb. Esta disposición puede explicar hasta el 50% de 
las posiciones de las histonas unidas in vivo. 

Los núcleos nucleosomales se depositan sobre el 
DNA durante la replicación o durante otros procesos 
que requieren el desplazamiento transitorio de nucleo- 


(a) DNA 
Núcleo de 
fistonas. e 
Alk =0 
(b) 


Superenrollamiento 
negativo — tr 
fijado Superenrollamiento 
(solenoidal) positivo deslocalizado 
(plectonémico) 
Alk = -1 
toporsamurasa 


(c) 


Una vuelta (neta) 
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FIGURA 24-26 Ensamblado de la cromatina. (a) DNA circular 
cerrado relajado. {b} La unión de un núcleo de Histonas para formar un 
nucleosoma induce una vuelta superehelicoidal negativa. En ausencia de 
cortes en las cadenas, tiene que formarse una vuelta pi 
positiva en algún otro lugar del DNA (Aik = ) La rela; 
superenrollamiento positivo por una dd ra O 
superhelicoidal negativa reta (ALk= -1). 


somas. Para el posicionamiento de determinados nucleo- 
somas son necesarias proteínas distintas de las histonas. 
En varios organismos ciertas proteínas se unen a 
secuencias específicas del DNA y, de esta forma, facilitan 
la formación de un nucleosoma en su inmediata vecin- 
dad. Los nucleosomas se depositan sobre el DNA duran- 
te la replicación o en otros procesos que requieren el 
desplazamiento transitorio de los nucleosomas. La depo- 
sición de los nucleosomas parece producirse por etapas. 
En primer lugar se une un tetrámero de dos histonas H3 
y dos H4 y a continuación se depositan los dímeros de 
H2A-H2B. La incorporación de los mucleosomas a los 
cromosomas después de la replicación cromosómica la 
facilita un complejo de chaperonas de histonas, que 
incluye proteínas conocidas como factor de ensamblaje 
de la cromatina (CAF1), RTT106 (regulación de la 
transposición de Tyl) y una proteína conocida como 
factor 1 de antisilenciamiento (ASF'1). Estos factores se 
unen a las variantes acetiladas de las histonas H3 y H4. 
No se conocen los detalles del mecanismo de deposición 
de los nucleosomas, aunque se sabe que partes de este 
complejo interaccionan directamente con partes de la 
maquinaria de replicación. Estos misinos complejos u 
otros semejantes pueden ayudar en la formación de los 
nucleosomas después de la reparación del DNA, la trans- 
cripción u otros procesos. Los eomplejos de intercam- 
bio de histonas permiten la sustitución de variantes de 
las histonas pór histonas núcleo en algunas circunstan- 
cias. La correcta localización de estas variantes de histo- 
nas es importante. Se ha demostrado que los ratones 
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FIGURA 24-27 Efecto de la secuencia del DNA en la unión de los 
nucleosomas. O Los segmentos de dos o más pares de bases A = T 
facilitan la curvatura del DNA, mientras que los segmentos de dos o más 
pares de bases G = C tienen el efecto opuesto. Cuando se encuentran 
separados por intervalos de diez pares de bases, los pares de bases A = 
T consecutivos facilitan la curvatura en círculo dei DNA. Cuando pares 
de bases G==C consecutivos están separados por 10 pb y desplazados 5 
pb de los segmentos de A = | se favorece la unión del DNA al nucieo- 


OTRO Rie PDB ID 1AOI, K. Luger et al., Nature 389:25t, 1997.] 


que carecen de una de estas variantes de histonas mue- 
ren en los primeros estadios del desarrollo embrionario 
(Recuadro 24-2). El posicionamiento preciso de los 
nucleosomas también juega un papel en la expresión de 
algunos genes eucarióticos (Capítulo 28). 


Los nucleosomas se empaquetan en estructuras 
cromosómicas altamente condensadas 


El enrollamiento del DNA alrededor del nucleosoma 
hace que la longitud del DNA se compacte unas siete 
veces. Pero, el grado de compactación final del cromo- 
soma es de unas 10.000 veces, lo cual muestra clara- 
mente la existencia de órdenes superiores de organiza- 
ción estructural. In vitro, la moléculas de DNA con 
nucleosomas e histona Hi pueden plegarse en una 
estructura denominada fibra de 30 nm (Fig. 24-284). 
En la Figura 24-28b se muestra un modelo de la orgari- 
zación de las histonas y el DNA en las fibras de 30 nm. 
La fibra de 30 nm, ampliamente estudiada como 
potencial segundo nivel de organización de la cromatina, 
daría lugar a una compactación del DNA de unas 100 
veces. Sin embargo, el examen minucioso de la cromatina 
in vivo no ha mostrado la presencia de fibras de 30 nm en 
las células. En cambio los cromosomas están condensa- 
dos en un estado que podría describirse como glóbulo 
fractal (Fig. 24-28c). Las fibras de 10 nm se condensan 
plegándose sobre sí mismas. La condensación no está tan 
organizada como en la fibra de 30 nm, pero no es al azar. 
Un cromosoma humano de tamaño medio, de 135 millo- 
nes de pares de bases, es suficientemente largo para 
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RECUADRO 24-2 


METODOS 


Epigenética, estructura de los nucleosomas 


y variantes de las histones 


La información que pasa de una generación a la 
siguiente, a las células hijas en la división celular o 
de los progenitores a los descendientes sin estar 
codificada en las secuencias de DNA se conoce como 
información epigenética. En su mayor parte consis- 
te en modificaciones covalentes de las histones y/o 
la localización de variantes de las histonas en los 
cromosomas. 

Las regiones de la cromatina donde los genes se 
expresan activamente (transcripción) suelen estar 
parcialmente descondensadas y se denominan 
eucromatina. En estas regiones, en lugar de las 
histones H3 y H2A se encuentran las variantes H3.3 
y H2AZ, respectivamente (Fig.1). Los complejos que 
depositan nucleosomas en el DNA con variantes de 
las histonas son similares a los que depositan nucleo- 
somas con las histonas más comunes. Los nucleoso- 
mas que contienen la histona H3.3 son depositados 
por un complejo en el cual el factor 1 de ensamblaje 
de la cromatina (CAF1) ha sido reemplazado por la 
proteína HIRA (el nombre deriva de la clase de pro- 
teinas denominadas HIR, por represor de histonas). 
Tanto CAF1 como HIRA pueden considerarse como 


FIGURA 1 Se conocen diversas variantes de las histones H3, H2A 
y H2B. Aquií se muestran la histonas internas y unas pocas de sus 
variantes conocidas. Se indican los sitios de metilación de residuos 
Lys/Arg y de fosforilación de Ser. HDF indica el dominio con el plega- 
miento de histona, un motivo estructural compartido por todas las 
histones internas. Las regiones en otros colores indican las homolo- 
gias estructurales y de secuencia. [Fuente: K. Sarma and D. Reinberg, 
Nature Rev Mo! Cell Biol, 6:139, 2005. ] 


chaperonas de histones, que ayudan a la formación 
correcta y a la colocación de los nucleosomas. La 
secuencia de la H3.3 difiere de la H3 en sólo cuatro 
residuos aminoácidos, pero todos estos residuos tie- 
nen papeles determinantes en la descarga de las 
histonas. 

Al igual que la histona H3.3, la H2AZ está asocia- 
da a un complejo de descarga específico diferente, y 
generalmente se encuentra en regiones de la croma- 
tina con transcripción activa. La incorporación de 
H2AZ estabiliza el octámero del nucleosoma, pero 
impide ciertas interacciones cooperativas entre los 
nucleosomas, que son necesarias para compactar el 
cromosoma. Ello tiene como resultado una estructu- 
ra cromosómica más abierta que facilita la expresión 
de los genes en las regiones donde se encuentra la 
H2AZ. El gen que codifica la H2AZ es esencial para 
los mamíferos. En la mosca del vinagre, la pérdida de 
H2AZ impide el desarrollo más allá de los estadios 
larvales. 

Otra variante de la H2A, la H2AX, se asocia con 
la reparación del DNA y la recombinación genética. 
En los ratones, la ausencia de H2AX provoca inesta- 
bilidad genómica e infertilidad en los machos. La 
H2AX se encuentra dispersa en pequeñas cantidades 


105 104 (EN Ey del DNA, las moléculas cercanas de 
ZAX son fosforiladas en la Ser” en la región car- 
boxi-terminal. Si se bloquea experimentalmente esta 
fosforilación no se forman los complejos necesarios 
para la reparación del DNA. 
La variante de la histona H3 denominada CENPA 
se asocia a las secuencias de DNA repetitivo de los 
centrómeros. La cromatina centromérica contiene 
las chaperonas de histonas CAF1'e HIRA. Ambas 
podrían estar implicadas en la formación de nucleo- 
somas que contuviesen CENPA. La eliminación del 
gen de CENPA es letal para los ratones. 
La función y el posicionamiento de las variantes 
de las histones pueden estudiarse con las técnicas de 
la genómica. Una técnica muy útil es la inmiunopreci- 
pitación de cromatina, o IP de cromatina (ChIP). Los 
nucleosomas que contienen una determinada varian- 
te de histona son precipitados con un anticuerpo que 
se una específicamente a esta variante. Estos nucleo- 
somas pueden estudiarse aislados de su DNA, pero 
en general el DNA asociado se incluye en el estudio 
para determinar dónde se unen los nucleosomas 
estudiados. El DNA puede marcarse y usarse como 
sonda para examinar una micromatriz (microarray) 
(véase la Fig. 9-23) y obtener un mapa de las secuen- 
cias genómicas a las que estos nucleosomas concre- 
tos están unidos. Puesto que las micromatrices a 


a aana 


menudo se denominan chips, esta técnica recibe el 
nombre de ChIP-chip (Fig. 2). 

Las variantes de las histonas, junto con sus 
muchas modificaciones covalentes contribuyen a 
definir y a delimitar las funciones de la cromatina. 
Señalizan la cromatina, al facilitar o suprimir funcio- 
nes específicas tales como la segregación de los cro- 
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mosomas, la transcripción y la reparación del DNA. 
Las modificaciones de las histonas no desaparecen 
en la división celular o durante la meiosis y, por 
tanto, forman parte de la información transmitida de 
una generación a la siguiente en todos los organismos 
eucarióticos. 
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FIGURA 2 Diseño de un experimento de ChIP-chip para averiguar 
las secuencias de DNA genómico a las que se une una determinada 
variante de histona. (a) Una variante de histona con un epitopo (una 
proteína o estructura química reconocida por un anticuerpo; véanse 
los Capítulos 5 y 9) que hace las veces de etiqueta se introduce en un 
determinado tipo celular, en donde se incorpora a los nucleosomas. 
(En algunos casos el epitopo etiqueta es innecesario, pues se puede 
disponer de anticuerpos que se unen cirectamente a la modificación 
de la histona estudiada.) Se aísla cromatina de las células y se digiere 
brevemente con nucleasa micrococal (MNasa). El DNA unido a los 
nucteosomas se encuentra protegido frente a la digestión, pero el 
DNA internucieosomal es cortado, obteniéndose fragmentos de DNA 
unidos a uno o dos nucleosomas. Se añade un anticuerpo que se une 
al epitopo etiqueta con lo que la variante de histona etiguetada con el 
epilopo precipita selectivamente. Se extrae el DNA de los nucleoso- 
mas del precipitado, se marca y se usa como sonda para examinar 
una micromatriz que contenga parte o la tolalidad de secuencias 
genómicas de este tipo celular particular. (b) En este ejemplo, la unión 
de la histona H3.3 se localiza en un corto segmento del cromosoma 
2L de Drosophila melanogaster. Los números de la parte superior 
corresponden a la numeración de las posiciones de los nucleótidos en 


OTA ON 
OPASPETION 


10 kpb 


este brazo del cromosoma. Cada mancha en el microchip representa 
100 pb de secuencia genómica, por tanto estos datos representan 
más de 1700 manchas individuales del microchip. En cada mancha, la 
señal del DNA marcado, precipitado con el anticuerpo contra la his- 
tona H3.3, se representa como la relación de esta señal con la señal 
control generada cuando se aísla DNA total sin inmunoprecipitación, 
que una vez fragmentado y marcado con una etiqueta de diferente 
color se usa para examinar el mismo microchip. Las señales por 
encima de la línea horizontal indican las posiciones genómicas en las 
que la unión de la histona H3.3 es superior a la del control. Las seña- 
les por debajo de la línea son regiones en las que está relativamente 
ausente la histona H3.3 Los genes anotados (conocidos) de este seg- 
mento del genorna se muestran en el panel inferior (barras gruesas). 
Las barras por encima de la línea representan los genes transcritos de 
5' a Y, de izquierda a derecha, y las cajas por debajo de la línea se 
transcriben de derecha a izquierda. Las barras rojas corresponden a 
genes en los que la RNA polimerasa || también es abundante, lo que 
indica una transcripción activa, La unión de la histona H3.3 se concen- 
tra en y cerca de los genes activamente transcritos.[ Fuente: Por corte- 
sía de Steve Henikoff. Reproducido con la autorización de Y. Mito et 
al., Nature Genet. 37:1090, 2005. ] 
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(a) 30 nm (b) modelo de la fibra 
de 30 nm 


30 nm 


FIGURA 24-28 Estructura de 
orden superior de los nucieosomas. 
La fibra compacta está formada por 
nucleosomas densamente empaque- 
tados. (a) La fibra de 30 nm vista 
con el microscopio electrónico. (b) 
Un modelo de ta organización de tos 
nucleosomas en la fibra de 30 nm 
Dos fibras de 10 nm se enrollan una 
en torno de la otra, con los nucleoso- 
mas apilados en ambas. DNA en azul; nucleosomas en amarillo del solenoide que 
consta de una espiral de nucleosomas y (ce) Organización del plegamiento en gló- 
bulo fractal de las fibras de 10 nm en un cromosoma condensado. El piegamiento 
es al azar, vero los fragmentos cromosómicos vecinos permanecen asociados y el 
plegamiento ocurre de tal manera que se minimice la formación de nudos. [Fuen- 
tes: Barbara Hamkalo, Universidad de California, Irvine, Department of Molecular 
Biology and Biochemistry. (b) Modelo creado a partir de la información de F. Song 


abarcar un núcleo de 10 um , más de 5000 veces. Por 
tanto, en principio los cromosomas ni 
tal manera que fragmentos de DNA separa 
nes de pares de bases podrían estar situad 
otro, Sin embargo, el plegamiento en general ocurre de 
forma que la distancia lineal se refleja en la distancia en 
la estructura plegada. Las características del plegamiento 
también deben evitar la formación de nudos. La actividad 
transcripcional puede disminuir el nivel de condensa- 
ción, produciendo regiones relativamente abiertas. Las 
regiones transcripcionalmente inactivas y las regiones 
que carecen de genes están muy condensadas en una 
forma denominada heterocromatina. 

Los niveles superiores de plegamiento no se cono- 
cen todavía con exactitud, pero parece ser que ciertas 
regiones del DNA se asocian a un armazón cromosómico 


(a) 


Lazos de DNA 


et al, Science 344: 376, 2014, Fig. 1C.] 


(Fig. 24-29). Las regiones asociadas al armazón están 
repone por bucles de DNA de entre 20 y 100 kpb. El 

estos bucles podría contener un conjunto de 
ados. El propio armazón puede contener 
varias rolas: en particular topoisomerasa I y proteí- 
nas SMC, descritas más adelante. La presencia de la 
topoisomerasa II resalta todavía más la importancia de 
la relación entre el desenrollamiento del DNA y la 
estructura de la cromatina. La topoisomerasa Il es tan 
importante en el mantenimiento de la estructura de la 
cromatina que los inhibidores de este enzima pueden 
matar rápidamente las células en división. Varios fárma- 
cos usados en la quimioterapia del cáncer son inhibido- 
res de la topoisomerasa li, permiten que el enzima pro- 
mueva la rotura de las hebras del DNA, pero no su 
ulterior unión (véase el Resumen 24-1). 


FIGURA 24-29 Lazos de DNA unidos a un armazón 
cromosómico. (a) Cromosoma hinchado producida en 
un tampón de baja fuerza iónica tal como puede verse 
en el microscopio electrónico. Observe la aparición de 
fibras de cromatina de 30 nm en los márgenes. (b) La 
extracción de las histonas deja un armazón cromosó- 
mico de naturaleza proteica rodeado por DNA des- 
nudo. (c) El DNA está organizado en lazos unidos por 
su base al armazón en la esquina superior izquierda 
Barra de escala = 1 xm. Las tres imágenes tienen dife- 
rentes aumentos. [Fuentes: (a, b} Don W. Fawced/ 
Science Fuente. (c) U.K. Laemmii et al, Metaphase 
chromosome structure: The role of nonhistone prote- 

s , “Cold Spring Harb. Symp. Quant, Biol 42:351, 
1978 c Cold Spring Harbor Laboratory Press. ] 
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Hay niveles adicionales de organización en el núcleo 
eucariótico. Justo antes la división celular durante la 
mitosis, los cromosomas se observan condensados y 
altamente organizados. (Figura 24-30a). Durante la 
interfase los cromosomas tienen aspecto disperso (Fig 
24-30b, arriba), pero no describen trayectorias al azar 
en el núcleo (Fig. 24-30b). Durante la intefase, cada 
cromosoma está circunscrito a un dominio subnuclear 
denominado territorio cromosómico (Fig. 24-30c). 
La localización exacta de los territorios cromosómicos 
varía según la célula en un organismo, pero algunos 
patrones son evidentes. Algunos cromosomas tienen 
una densidad de genes mayor que la de otros (por ejem- 
plo, los cromosomas humanos 1, 16, 17, 19 y 229) y 
éstos tienden a tener su territorio en el centro del 
núcleo. Los cromosomas con más heterocromatina tien- 
den a localizarse en la periferia del núcleo. La maquina- 
ria transcripcional y los genes activos de cromosomas 
adyacentes a menudo se concentran en el espacio entre 
los cromosomas. 


Territorios 
del cromosoma = > EE Poro nuclear 


FIGURA 24-30 Organización cromosómica en el núcleo eucariótico. 
(a) Crormosomas condensados en la anafase mitótica de células de cam- 
pánula (Endymion sp). (b) núcleos interfásicos de células epiteliales de 
cáncer de mama. El núcleo de la parte inferior se ha tratado para que sus 
dos copias del cromosoma 11 emitan fluorescencia verde. (c) Esquema 
de los territorios de un núcleo eucariótico. Los compartimentos intercro- 
f j A tínic án enriquecidos en maquinaria transcripcional y tienen 
A » j AEE (AN bre tanscripcionalmente activos. El nucieolo es un subor- 
Compatimento E a e E ganelo dentro del núcleo donde los ribosomas son sintetizados y ensam- 
intercromatínico blados (Capitulo 27) [Fuentes: (a) Pr. G. Giménez-Martin/ Fuente 
Science. (b) Karen Meaburn and Tom Misteli National Cancer Institute. 


FIGURA 24-31 Estructura de las proteínas SMC. (a) Las proteínas SMC tienen cinco dominios. (b) Cada po!ipéptido 
SMC se pliega de manera que los dos dominios en espira! espiralada se enrollan uno en torno al otro y los dominios N y 


no Cabe C se juntan para formar un sitio completo de unión de ATP. Dos polipéptidos se unen en la región que hace las veces de 
abeza i í EY ' 

E bisagra par formar una molécula de SMC dimérica en forma de Y. €c) Las proteinas SMC bacterianas forman un homo- 

A dimero. Las seis distintas proteínas SMC eucarióticas forman heterodímeros. Las cohesinas están formadas por parejas 


SMCI-SMC3 y las condersinas consisten en parejas SMC2-5MC4. La pareja SMCS-SMC6 está implicada en la repara- 

l tio leia ción del DNA. (d) Micrografía electrónica de los dimeros de SMC de Bacillus subtilis. [ Fuentes: (a-c) Información de T. 
Hirano, Nature Rev. Mol. Cell Biol 7:311, 2006, Fig1. (d) Harotd P. Erickson, Duke University Medicai Center, Department 
of Cell Biology.] 


(a) (b) (c) SMC bacteriana Cohesina Condensina SMCS5-SMC6 
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Las estructuras de los cromosomas condensados 

se mantienen mediante proteínas SMC 

Una tercera clase principal de proteínas de la cromatina, 
además de las histonas y las topoisomerasas, son las 
proteínas SMC (mantenimiento estructural de los cro- 
mosomas). La estructura primaria de las proteínas SMC 


— GH) S— 32 + Profase -+ Metafase q Anai 


replicación 


pla L S E 


FIGURA 24-33 Papeles de las cohesinas y las condensinas en el ciclo 
celular eucariótico. Las cohesinas se incorporan a los cromosomas 
durante la fase G1 (véase la Fig. 24-23), manteniendo las cromátidas 
hermanas unidas durante la replicación. Las condensimas se unen al 
inicio de la mitosis y mantienen las cromátidas en un estado conden- 


FIGURA 24-32 Posible papel de las condensinas en la condensación 
de la cromatina. inicialmente, el DNA se une a la región que hace de 
bisagra en la proteína SMC, en el interior de la cual puede convertirse en 
un anillo de SMC intramolecular. La unión de ATP produce la asociación 
cabeza-cabeza, que forma lazos superhelicoidales en el DNA unido A 
continuación, la reorganización de las interacciones cabeza-cabeza para 
formar rosetas condensa el DNA. Las condensinas pueden organizar la 
formación de lazos en los segmentos cromosómicos de diferentes 
maneras. 5e muestran dos posibles modelos. [Fuente: Información de T. 
Hirano, Nature Rev. Mol. Cell Biol. 7.311, 2006, Fig.6.] 


consta de cinco dominios diferentes (Figura 24-31a). 
Los dominios globulares amino- y carboxi-terminales, N 
y C, contribuyen, cada uno con una parte de un sitio 
para la hidrólisis de ATP, están conectados por dos 
regiones en hélice-a espiraladas una en torno de la otra 
(véase la Fig. 4-11), unidas por un dominio bisagra. 
Estas proteínas son generalmente diméricas y forman 
un complejo en forma de Y, que posiblemente se man- 
tiene unido a través de los dominios bisagra (Fig. 
24-31b). Un dominio N y un dominio C se unen para 
formar un sitio de hidrólisis de ATP completo en cada 
extremo de la Y. 

Se encuentran proteínas pertenecientes a la familia 
SMC en todos los organismos, de las bacterias a los 
humanos. Los eucariotas tienen dos tipos principales, 
las cohesinas y las condensinas, a las que se unen pro- 
teínas reguladoras y accesorias (Fig. 24-31c). Las cohe- 
sinas juegan un papel importante en la unión de las 
E ecllcación hermanas inmediatamente después de la 
A enticación y las mantienen juntas cuando los cromoso- 
Ts SES nsan en la metafase. Esta asociación es 
esencial para la correcta segregación de los cromoso- 
mas en la división celular. Se cree que las cohesinas, 
junto con una tercera proteína, la kleisina, forman un 
anillo alrededor de los cromosomas replicados que los 
unen hasta que se requiere la separación en la división 
celular. El anillo se puede expandir y contraer en res- 
puesta a la hidrólisis de ATP. Las condensinas son 
esenciales para la condensación de los cromosomas 
cuando las células entran en la mitosis. En el laborato- 


nafase 61 


42 MIA ON, 


sado. Durante la anafase, el enzima separasa elimina los enlaces de 
cohesina. Una vez separadas las cromátidas, tas condensinas empiezan 
a disociarse y los cromosomas hijos vuelven al estado descondensado. 
[Fuente: información de D.P. Bazett-Jones et al., Mol, Cell 9: 1193, 
2002, Fig. 5.j 


FIGURA 24-34 Nucleoides de células de E. coli. El DNA de estas célu- 
las está teñido com un colorante que emite fluorescencia cuando se 
expone a luz UV. El área clara corresponde al nucleoide. Obsérvese que 
algunas células han replicado su DNA sin haberse producido todavia la 
división celular, y por ello presentan múltiples nucieoides. [Lars Renner ] 


rio, las condensinas se unen al DNA y forman vueltas 
superhelicoidales positivas; es decir la unión de las con- 
densinas provoca un enrollamiento adicional del DNA, 
al contrario del subenrollamiento inducido por la unión 
de los nucleosomas. En la Figura 24-32 se muestra un 
modelo del papel de las condensmas en la compactación 
de la cromatina. Las cohesinas y las condensinas son 
esenciales en la coordinación de los numerosos cambios 
en la estructura de los cromosom urante 
celular eucariótico (Fig. 24-33). OP 


El DNA bacteriano también se encuentra altamente 
organizado 


Comentaremos brevemente la estructura del cromoso- 
ma bacteriano. El DNA bacteriano se compacta for- 
mando una estructura llamada nucleoide, que ocupa 
una parte significativa del volumen celular (Fig. 
24-34). El DNA parece estar unido por uno o más pun- 
tos a la superficie interior de la membrana plasmática. 
Se conoce mucho menos acerca de la estructura del 
nuclevide que de la cromatina eucariótica, pero poco a 
poco se van conociendo los detalles de una compleja 
organización. En Æ. coli, hay una estructura tipo arma- 
zón que organiza el cromosoma circular en una serie 
de unos 500 dominios lobulares, cada uno con un pro- 
medio de unos 10.000 pb (Fig. 24-35), similares a los 
descritos anteriormente para la cromatina. Los dorni- 
nios están fijados topológicamente; por ejemplo, si el 
DNA se corta en un dominio sólo se relajará el DNA de 
este dominio. Los dominios no tienen extremos fijos, 
sino que probablemente sus límites se encuentran en 
constante movimiento a lo largo del DNA, coordinados 
con la replicación del DNA. No parece que la organiza- 
ción local producida por los nucleosomas en los euca- 
riotas tenga parangón en el DNA bacteriano. En Æ. coli 
abundan las proteínas similares a las histonas, y el 
ejemplo mejor caracterizado es una proteína de dos 
subunidades denominada HU (M_ 19.000). Sin embar- 
go, estas proteínas se unen y se disocian en pocos 
minutos y no se ha encontrado ninguna estructura 
estable y regular tipo DNA-histona. El cromosoma bac- 
teriano es una estructura relativamente dinámica, lo 
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FIGURA 24-35 Dominios en forma de lazo del cromosoma de E. coli. 
Cada dominio tiene unos 10.000 pb de longitud. Los dominios no son 
estáticos, sino que se mueven a lo largo del DNA a medida que avanza 
la replicación. Barreras de composición desconocida en los limites de los 
dominios impiden la relajación del DNA más allá de los límites del domi- 
nio donde se haya producido el corte de una hebra del DNA. Los com- 
plejos putativos en los límites de los dominios están representados por 
ovoides grises. Las flechas indican el movimiento del DNA a través de 
los complejos. 


que refleja posiblemente la necesidad de un acceso más 
rápido a la información genética que contiene. El ciclo 
de división de la célula bacteriana puede durar tan solo 
15 min, mientras que una célula eucariótica típica 
puede permanecer sin dividirse durante horas o incluso 
meses. Además, una fracción mucho mayor del DNA 


a iano codifica proteínas o RNA y las elevadas 
AT el metabolismo celular de las bacterias indican 


que, en un determinado momento, se está transcribien- 
do o replicando una mayor proporción de DNA que en 
la mayoría de células eucarióticas. 

Después de esta visión general de la complejidad de 
la estructura del DNA, nos encontramos en disposición 
de abordar su metabolismo en el capítulo siguiente. 


RESUMEN 24.3 La estructura de los cromosomas 


E La unidad fundamental de organización de la cro- 
matina de las células eucarióticas es el nucleosoma, 
formado por histonas y un segmento de DNA de 200 pb. 
Una partícula proteica núcleo con ocho histonas (dos 
copias de cada una de las histonas H2A, H2B, H3 y H4) 
está rodeado por un segmento de DNA (de unos 146 
pb) en forma de superhélice levógira solenoidal. 

E Los nucleosomas pueden forman fibras de 30 nm in 
vitro, pero esta estructura no se ha encontrado en las 
células. El plegamiento de orden superior requiere la 
unión a un armazón cromosómico. Los cromosomas 
individuales se encuentran confinados en dominios sub- 
nucleares denominados territorios. La histona H1, la 
topoisomerasa II y, principalmente cohesinas y conden- 
sinas, tienen un importante papel en el mantenimiento 
de la organización cromosómica durante todas las eta- 
pas del ciclo celular. 

E Los cromosomas bacterianos también están densa- 
mente compactados en el nucleoide, pero el cromosoma 
posee una estructura mucho más dinámica e irregular 
que la cromatina eucariótica, de acuerdo con un ciclo 
celular más corto y el muy activo metabolismo de las 
células bacterianas. 
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2 Términos clave 

Todos los términos en negrita están definidos en el glosario. 

cromosoma 951 diferencia de enlace 

fenotipo 951 específica 960 

mutación 951 densidad superhelicoidal 

gen 952 (a) 960 

secuencia topoisómeros 961 
reguladora 952 torsión 961 

plásmido 953 retorcimiento 961 

intrón 956 topoisomerasas 961 

exón 956 plectonémico 964 

DNA de secuencia solenoidal 964 

simple 956 cromatina 966 

histonas 966 


DNA satélite 956 


centrómero 956 nucleosoma 966 


telómero 956 epigenético 970 
vuelta superheli- eucromatina 970 
coidal 957 fibra de 30 nm 969 
DNA relajado 957 proteínas SMC 974 
topología 958 cohesinas 974 


condensinas 974 
nucleoide 975 


Subenrollamiento 959 
número de enlace 959 


E Problemas 


1. Empaquetamiento del DNA en un virus El DNA del 
bacteriófago T2 tiene una masa molecular de 120 x 10° y se 
encuentra confinado en una cabeza de unos 210 nm de longi- 


tud. Considerando que la masa molecular de un par cleó- 
tidos es de 650, calcule la longitud del DNA y cor W 


iongitud de la cabeza del fago T2. 


2. El DNA del fago M13 El DNA del bacteriófago M13 tiene 
la siguiente composición de bases: A, 23%; T, 36%, G, 21%; C, 
20%. ¿Qué nos dicen estos datos acerca del DNA de este fago? 


3. El genoma de Mycoplasma El genoma completo de la 
bacteria más simple conocida, Mycoplasma genitaltum, es 
una molécula de DNA circular de 580.070 pb. Calcule la masa 
molecular y la longitud de contorno de la molécula relajada. 
¿Cuál es el valor de Lk, del cromosoma de Mycoplasma? Si a 
= -0,06 ¿cuál el valor de Lk? 


4. El tamaño de los genes eucarióticos Un enzima aislado 
de hígado de rata tiene 192 residuos aminoácidos y está codi- 
ficado por un gen de 1440 pb. Explique la relación existente 
entre el número de residuos aminoácidos del enzima y el nú- 
mero de pares de nucleótidos del gen. 


5. El número de enlace Una molécula de DNA circular ce- 
rrado tiene un Lk de 500 en forma relajada. ¿Cuál es el número 
aproximado de pares de bases de este DNA? ¿Cómo se altera 
el número de enlace (aumenta, disminuye, no varía, no está 
definido) cuando: (a) se me a un complejo proteico para for- 
mar un nucleosoma; (b) una de las hebras del DNA está cor- 
tada; (c) se añaden DNA pirasa y ATP a la disolución de DNA; 
(d) se desnaturaliza la doble hélice por calor? 


6. Topología del DNA En presencia de una condensina eu- 
cariótica y una topoisomerasa de tipo Il, el Lk de una molécula 
de DNA circular cerrada y relajada no cambia. Sin embargo, el 
DNA resulta densamente anudado, 


Condensina 
Toporsomerasa tipo li 


La formación de nudos requiere la rotura del DNA, el paso de 
un segmento de DNA a través de la rotura y la religación por la 
topoisomerasa. Dado que se esperaría que cada acción de la 
topoisomerasa resultase en un cambio del número de enlace, 
¿cómo puede Łk mantenerse constante? 


7. Densidad superhelicoidal El bacteriófago A infecta E. 
coli integrando su DNA en el cromosoma bacteriano. El éxito 
de esta recombinación depende de la topología del DNA de E. 
coli. Cuando la densidad superhelicoidal (g) del DNA de E. 
coli es superior a 0,045, la probabilidad de integración es 
<20%; cuando ø es inferior a -0,06 la probabilidad es -70%. Un 
DNA plasmídico aislado de un cultivo de E. coli tiene 13,800 
pares de bases y un Lk de 1,222, Calcule ci valor de g de este 
DNA y pronostique la probabilidad de que el bacteriófago A 
pueda infectar este cultivo. 


8. Modificación del número de enlace (a) ¿Cuál es el Lk de 
una molécula de DNA circular de doble cadena de 5.000 pb con 
un corte en una de las cadenas? (b) ¿Cuál es el Lk de la molécula 
en (a) cuando se cierra el corte (relajada)? (c) ¿Cómo se modi- 
ficaría el Lk de la molécula (b) por acción de una única molécula 
poisomerasa I de E. coli? (d) ¿Cuál es el Lk de la molécula 

o ciclos enzimáticos de una molécula de 

Ta IAN ed de ATP? (e) ¿Cuál es el Lk de la molé- 

cula en (d) después de cuatro ciclos enzimáticos de una sola 


molécula de topoisomerasa I bacteriana? (f) ¿Cuál es el Lk de la 
molécula en (d) después de la unión de un nucleosoma? 


9. Cromatina Una de los primeros experimentos que ayuda- 
ron a definir la estructura del nucleosoma se muestra en este gel 
de agarosa, en el cual las bandas gruesas representan al DNA. 
Este resultado se obtuvo tratando brevemente la cromatina con 
un enzima que degrada el DNA, eliminando a continuación las 
proteínas y analizando el DNA purificado por electroforesis. Los 
números al lado del gel muestran la posición en la que migraría 
un DNA lineal del tamaño indicado. ¿Qué nos dice este gel sobre 
la estructura de la cromatina? ¿Cuál es la razón de que las ban- 
das sean gruesas y difusas en lugar de estar bien definidas? 


1,000 bp — 
800 bp — 


600 bp — 
400 bp — 
[Fuente: Cortesía de Dr. Roger 


D. Kornberg, Stanford Universi- 
ty School of Medicine.] 


200 bp— 


10. Estructura del DNA Explique de qué modo el subenro- 
llamiento de la hélice del B-DNA puede facilitar o estabilizar la 
formación de Z-DNA. 


11. Estabilidad de la estructura del DNA (a) Describa dos 
características estructurales necesarias para que una molécula de 
DNA mantenga la forma negativamente espiralada. (b) Enumere 


tres cambios estructurales que son más favorables cuando la mo- 
lécula está superespiralada negativamente. (c) ¿Qué enzima con 
ayuda de ATP puede generar superhelicidad negativa en el DNA? 
(d) Describa el mecanismo físico de acción del enzima. 


12. Cromosomas artificiales de levadura (YAC) Los 
YAC se usan para el clonaje de trozos grandes de DNA en célu- 
las de levadura. ¿Qué tres tipos de secuencias de DNA son 
necesarios para asegurar la correcta replicación y propagación 
de un YAC en una célula de levadura? 


13. La estructura del nucleoide de las bacterias En las 
bacterias, la trascripción de una parte de sus genes se ve afectada 
por la topología del DNA. La transcripción aumenta o disminuye 
(más a menudo) cuando el DNA está relajado, Cuando se corta 
un cromosoma bacteriano con un enzima de restricción en un 
sitio específico (una que corte una secuencia larga, y por lo tanto 
escasa), sólo los genes cercanos (dentro de 10.000 pb) muestran 
un aumento o una disminución de ia expresión. La transcripción 
de los genes en otros lugares del cromosoma no se ve afectada. 
Encuentre una explicación (Sugerencia: vea la Fig. 24-36). 


14. Topología del DNA Cuando se analiza el DNA por elec- 
Lroforesis en gel de agarosa, las moléculas cortas migran más 
rápidamente que las más largas. Los DNA circulares cerrados 
del mismo tamaño pero de diferente número de enlace también 
se pueden separar en gel de agarosa: los topoisómeros más su- 
perenrollados y por lo tanto más condensados, migran más rá- 
pidamente a través del gel. En el gel que se muestra más abajo, 
un DNA plasmídico purificado ha migrado de arriba abajo. Se 
observan dos bandas, la más rápida mucho más intensa. 


[Fuente: Cortesía de Michael 
Cox Laboratory.] 

(a) ¿Cuáles son las especies de DNA en las dos bandas? 
(b) Si se añade topoisomerasa I a una disolución de este DNA 
¿Qué sucederá con las bandas superior e inferior después de la 
electroforesis? (c) Si se añade DNA ligasa al DNA ¿cambiará la 
apariencia de las bandas? Justifique su respuesta. (d) Si se 
añade DNA girasa y ATP después de la DNA ligasa ¿cómo cam- 
biará el patrón de bandas? 


15. Topoisómeros del DNA Cuando el DNA se analiza por 
electroforesis en geles de agarosa, las moléculas más cortas mi- 
gran más deprisa que las largas. El DNA circular cerrado del 
mismo tamaño, pero de diferente número de enlace, también 
puede separarse en gel de agarosa: los topoisómeros más supe- 
respiralados y, por tanto, más condensados, migran más deprisa 
a través del gel; de arriba abajo en los geles mostrados a la dere- 
cha. Los geles contienen un colorante, cloroquina. La cloroquina 
se mtercala entre los pares de bases y estabiliza una estructura 
del DNA más subenrollada. Cuando el colorante se une a un 
DNA circular cerrado relajado, el DNA se subenrolla en el lugar 
de unión del colorante y, en compensación, las regiones no uni- 
das adquieren vueltas superhelicoidales positivas. En el experi- 
mento que aquí se muestra, se usaron topoisomerasas para 
obtener preparaciones del mismo círculo de DNA con diferen- 
tes densidades superhelicoidales (7). El DNA completamente 
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relajado migró en la posición N (DNA mellado) y el DNA alta- 
mente superespiralado (por encima del límite para distinguir los 
topoisómeros individuales) en la posición marcada con una X. 


0,5 yxg/mL, cloroquina 


Gel A 


Carreras 
con — ALk 


. — 
Carreras 
con +ALk 


5 uxg/mL, cloroquina 


a promedio 


Gel B 


> 
Carreras 


con — ALk 


Carreras 
con +ALk 


[ Fuente: R. P. Bowater (2005) “Supercoiled DNA: structure,” in Encyclo- 
pedia of Life Sciences, doi:10.1038/npg.els.0006002, John Wiley & 


(ON Interscience. www.els.net.] 


(a) En el gel A, ¿Por qué el carril correspondiente a a = 0 
(es decir, DNA preparado para que como promedio o = 0) 
tiene múltiples bandas? 

(b) En el gel B, ¿El DNA de la preparación o = Q se en- 
cuentra positiva o negativamente espiralado en presencia del 
colorante intercalado? 

(e) En ambos geles, el carril correspondiente a o = - 0.115 
tiene dos bandas, una de DNA altamente superespiralado y 
otra de DNA relajado. Proponga una explicación para la pre- 
sencia de DNA relajado en estos (y otros) carriles. 

(d) El DNA nativo (el carril más a la izquierda en cada ge!) 
es el mismo DNA circular aislado de las bacterias y no some- 
tido a ningún tratamiento. ¿Cuál es la densidad superhelicoi- 
dal aproximada de este DNA nativo? 


16. Nucleosomas El genoma humano posee poco más de 
3.100 millones de pares de bases. Suponiendo que esté cubierto 
de nucleosomas que se encuentren espaciados tal como se des- 
cribe en este capítulo ¿cuántas moléculas de histona H2A están 
presentes en una célula somática humana? (No tenga en cuenta 
la disminución de H2A debida a su sustitución en algunas regio- 
nes por variantes de la H2A) ¿Cómo cambiaría el número des- 
pués de la replicación del DNA, pero antes de la división celular? 


EE Problema de análisis de datos 


17. Determinación de los elementos funcionales de los 
cromosomas de levadura La Figura 24-8 muestra los ele- 
mentos estructurales principales de un cromosoma de leva- 
dura de panadero (Saccharomyces cerevisiae). Heiter, 
Mann, Snyder y Davies (1985) determinaron las propiedades 
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de alguno de estos elementos. Basaron su estudio en el ha- 
lazgo que en las células de levadura los plásmidos (que tienen 
genes y un origen de replicación) se comportan de forma dis- 
tinta de los cromosomas (que además de estos elementos po- 
seen centrómeros y telómeros) durante la mitosis. Los 
plásmidos no son considerados por el aparato mitótico y se 
segregan al azar entre las células hijas. En ausencia de un mar- 
cador seleccionable que fuerce las células huésped a retener- 
los (véase la Fig. 9-4), estos plásmidos se pierden rápidamente. 
Contrariamente, los cromosomas, incluso sin un marcador se- 
leccionable son manipulados por el aparato mitótico y se pier- 
den muy lentamente (alrededor de 10? por división celular). 

Heiter y colaboradores se propusieron determinar los com- 
ponentes importantes de los cromosomas de levadura constru- 
yendo plásmidos que contenían diversas partes de los 
cromosomas y observando si estos “cromosomas sintéticos” se 
segregaban correctamente durante la mitosis. Para medir las 
tasas de los diferentes tipos de segregación cromosómica inco- 
rrecta se necesitaba un ensayo rápido para determinar el nú- 
mero de copias de los cromosomas sintéticos presentes en las 
diferentes células. Este ensayo aprovechó que las colonias de 
levadura de tipo salvaje son blancas, mientras que ciertos mu- 
tantes que necesitan adenina (ade) forman colonias rojas en 
medio nutritivo. Concretamente, las células ade? carecen de 
AIR carboxilasa (el enzima del paso (6a) de la Figura 22-35) 
funcional y acumulan AIR (5-aminoimidazol ribonucleótido) en 
su citoplasma. Este exceso de AIR se convierte en un pigmento 
rojo característico. La otra parte del ensayo involucraba el gen 
SUPII, que codifica un supresor ocre (un tipo de supresor sin 
sentido; véase el Recuadro 27-4) que suprime el fenotipo de al- 
gunos mutantes ade? . 

Heiter y colaboradores empezaron con una cepa ka irg 
levadura homocigótica para ade? ; estas células 
Cuando las células mutantes contienen una copia de SUPII, el 
defecto metabólico se suprime parcialmente y las células son 
rosas. Cuando las células contienen dos o más copias de SUP! 1, 
el defecto es completamente suprimido y las células son blancas. 

Los investigadores insertaron una copia de SUPL en cro- 
mosomas sintéticos que contenían varios elementos supuesta- 
mente importantes en la función cromosómica y a continuación 
observaron cuán eficazmente estos cromosomas pasaban de 
una generación a la siguiente. Estas células rosas fueron sem- 
bradas en medio no selectivo y se observó el comportamiento 
de los cromosomas sintéticos. Concretamente, Heiter y cola- 
boradores buscaron colonias en las que los cromosomas sinté- 
ticos se segregasen incorrectamente en la primera división 
después de la siembra en placa, dando lugar a una colonia con 
una mitad de un fenotipo y una mitad de otro. Puesto que las 
células de levadura no son móviles, se tratará de una colonia 
con dos sectores, la mitad de un color y la otra mitad de otro 
color. 

(a) Una razón para el fracaso de la mitosis es la falta de 
disyunción: el cromosoma se replica, pero las cromátidas 
hermanas no logran separarse, de modo que ambas copias del 
cromosoma acaban en la misma célula hija. Explique por qué 
la falta de disyunción del cromosoma sintético produciría una 
colonia mitad roja y mitad blanca. 

La mitosis también puede fracasar por pérdida cromosó- 
mica: el cromosoma no entra en la célula hija o no se replica. 
Explique por qué la pérdida del cromosoma sintético produci- 
ría una colonia mitad roja y mitad rosa. 


AAA o e —a- A A A AX XA NX 


Contando la frecuencia de los diferentes tipos de colonias, 
Heiter y colaboradores pudieron estimar la frecuencia de estos 
procesos mitóticos aberrantes con diferentes tipos de cromoso- 
mas sintéticos. Primeramente, exploraron la necesidad de secuen- 
cias centroméricas, construyendo cromosomas sintéticos con 
fragmentos de DNA de distinto tamaño que contenían un centró- 
mero conocido. Los resultados se muestran a continuación. 


Tamaño del 
fragmento 
que contiene Pérdida Falta de 
Cromosoma el centró- cromosómica disyunción 


sintético mero (kpb) (%) (%) 
l Ninguno — >50 
0,63 1,6 1,1 
3 1,6 19 0,4 

4 3,0 1,7 0,35 

5 6,0 156 0,35 


(c) A partir de estos datos, ¿qué conclusión puede sacarse 
acerca del tamaño del centrómero necesario para la segrega- 
ción mitótica normal? Justifique la respuesta. 

Conviene señalar que todos los cromosomas sintéticos 
usados en estos experimentos eran circulares y carecían de 
telómeros. Explique cómo podían replicarse más o menos co- 
rrectamente. 

A continuación, Heiter y colaboradores construyeron una 
serie de cromosomas sintéticos lineales que incluían la se- 
cuencia centrómerica funcional y los telómeros, y midieron la 

total (% de pérdida + % falta de disyunción) de fracaso 


Cromosoma Tamaño Frecuencia 
sintético (kpb) de error total 
(%) 
6 15 11,0 
T 55 1,5 
8 95 0,44 
9 137 0,14 


(e) A partir de estos datos, ¿qué conchisión puede sacarse 
acerca del tamaño cromosómico necesario para la segregación 
mitótica normal? Explique su razonamiento, 

(M Los cromosomas de levadura normales son lineales, 
poseen una longitud de 250 a 2.000 kpb y tienen un índice de 
fracaso mitótico de alrededor de 10* por división celular, Ex- 
trapolando los resultados de (e), ¿explican las secuencias cen- 
troméricas y teloméricas usadas en estos experimentos la 
estabilidad mitótica de los cromosomas normales de levadura 
o, por el contrario, han de estar implicados otros elementos? 
Justifique su razonamiento (Sugerencia: una gráfica del log de 
la tasa de error vs. la longitud será de utilidad). 
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CAPÍTULO 25 


Metabolismo del DNA 
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Hay herramientas, disponibles on-line, para el auto-estudio que le ayudarán a practicar lo que han aprendido y que reforzarán 


tos conceptos del capítulo. Vaya a www.macmillanleaming.com/LehningerBiochemistry7e 
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omo depositario de la información genética, el 
DNA ocupa un lugar central y único entre las 
omoléculas biológicas. Las secuencias de 
nucleótidos del DNA codifican la estructura ES de 
todos los RNA y proteínas celulares y, po A ; 
los enzimas, puede influir indirectame N sík 
del resto de constituyentes celulares. Es bo s ; 
mación desde el DNA al RNA y a las proteínas determina 
el tamaño, forma y función de todos los seres vivos. 

El DNA es un admirable dispositivo para el almace- 
namiento estable de la información genética. La expre- 
sión “almacenamiento estable” da, no obstante, una 
imagen estática y engañosa pues no evoca la compleji- 
dad de los procesos implicados en el inantenimiento de 
la integridad del mensaje genético y su transmisión de 
una generación de células a la siguiente. El metabolismo 
del DNA comprende el proceso mediante el cual se 
hacen copias fieles de las moléculas de DNA (replica- 
ción), junto a los procesos que afectan la estructura 
inherente a la información (reparación y recombina- 
ción). El conjunto de estas actividades constituye el 
objeto de este capítulo. 

Las características del metabolismo del DNA están 
determinadas por la necesidad de un alto grado de pre- 
cisión. La química de la unión de un nucleótido al 
siguiente es elegante y simple aunque engañosa. No 
obstante, tal como sucede en la síntesis de todas las 
macromoléculas que contienen información la forma- 
ción de un enlace covalente entre dos unidades 
monoméricas es sólo una pequeña parte del proceso 
bioquímico. Tal como veremos, la complejidad aparece 
en forma de elementos enzimáticos que aseguran la 
incorporación del nucleótido correcto de modo que la 
información genética se transmite intacta. En la síntesis 
del DNA, los errores no corregidos pueden tener conse- 
cuencias funestas, no sólo porque pueden afectar per- 
manentemente o eliminar la función de un gen, sino 
también porque el cambio es hereditario. 
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Los enzimas que sintetizan el DNA han de copiar 
moléculas que contienen millones de bases. Lo hacen 
con fidelidad y velocidad extraordinarias, a pesar de 
que el sustrato DNA está muy compactado y unido a 
otras proteínas. Los enzimas que catalizan la síntesis de 
los enlaces fosfodiéster para unir nucleótidos en el 
armazón del DNA son, por tanto, solamente una parte 
de un elaborado sistema en el que intervienen multitud 
de proteínas y enzimas. 

La reparación del DNA tiene como objetivo mante- 
ner la integridad de la información genética. Tal como 
se detalla en el Capítulo 8, el DNA puede ser objeto de 


| Y | ATA de reacciones que pueden dañarlo. Estas 


son infrecuentes pero, sin embargo, son 
importantes debido a la baja tolerancia biológica a los 
cambios en la secuencia del DNA. El DNA es la única 
molécula que dispone de mecanismos de reparación; su 
número, diversidad y complejidad reflejan la amplia 
gama de agresiones que pueden afectarlo. 

Las células pueden reordenar su información gené- 
tica mediante procesos colectivamente designados 
como recombinación, en aparente contradicción con el 
principio según el cual la estabilidad y la integridad de 
la información genética son prioritarias. Sin embargo, la 
mayoría de reordenamientos del DNA contribuyen, de 
hecho, al mantenimiento de la integridad del genoma en 
la replicación, la reparación del DNA y la segregación de 
los cromosomas. 

En este capítulo se concede una especial atención a 
los enzimas del metabolismo del DNA. Merecen un 
estudio cuidadoso tanto por su importancia biológica 
intrínseca como por su uso habitual en las modernas 
tecnologías bioquímicas. Muchos de los descubrimien- 
tos más importantes sobre el metabolismo del DNA se 
han hecho en Escherichia coli; por lo que algunos de 
sus enzimas mejor conocidos se usan generalmente 
para ilustrar los principios básicos. Una rápida ojeada al 
mapa genético de E. coli (Fig. 25-1) da sólo una some- 
ra idea de la complejidad de los sisternas enzimáticos 
implicados en el metabolismo del DNA. 

Antes de pasar al estudio detallado de la replica- 
ción, hemos de hacer una breve digresión sobre el uso 
de las abreviaturas en la nomenclatura de genes y pro- 
teínas bacterianos, de uso frecuente en éste y otros 
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Proteína de reparación 
de apareamientos incorrectos mutl 


Proteína de unión a DNA monohebra ssb 
Reparación de DNA uvrA 
Helicasa dnaB 


Subunidades frpoB 
de la RNA polimerasa | rpoC 
DNA polimerasa | polA 
DNA helicasa/reparación uvrD 


de apareamientos incorrectos | 
Helicasa 3'—> 5’ rep | 


(Origen de replicación) oriC C] 


inicio de ta replicación q > 
f dnoA 
Reparación recF 
por recombinación 
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de la DNA girasa gyrB 
Organización del primosoma priA 
Metilación dam 
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de la RNA polimerasa |rpoD 


Primasa dnaG 


mutH 
muts 


recl 
recB 
recD 


Recombinación y reparación 
por recombinación recA 


Proteinas de reparación 
de apareamientos incorrectos 


Recombinación y reparación 
por recombinación 


Uracil glucosilasa ung Subunidad 


FIGURA 25-1 Mapa del cromosoma de E. coli. El mapa muestra las 
posiciones relativas de los genes que codifican muchas de las proteínas 
importantes en el metabolismo del DNA. El número de genes implicados 
da una idea de la complejidad de estos procesos. Los números de O a 100 
dentro del cromosoma circular indican una medida genética denominada 
minutos. Cada minuto corresponde a unos 40.000 pb a lo largo de la 


33 Convención dave: los genes bacterianos se nombran 
generalmente con tres letras minúsculas en cursiva, que 
a menudo hacen referencia a su función aparente. Por 
ejemplo, los genes dna, uvr y rec están implicados en 
la replicación del DNA, la resistencia a los efectos dañi- 
nos de la radiación UV y la recombinación, respectiva- 
mente. Cuando varios genes afectan al mismo proceso, 
se añaden las letras A, B, C, etc., como, por ejemplo, en 
dnaA, dnaB, dnaQ que, generalmente, reflejan el 
orden en que han sido descubiertos, en lugar de la posi- 
ción en una secuencia de reacciones. Hay convenciones 
similares para los genes eucarióticos, aunque la forma 
exacta de las abreviaturas puede variar con la especie, 
pues no existe una convención aplicable a todos los 
sistemas eucarióticos. Por ejemplo, en la levadura Sac- 
charomyces cerevisiae, los genes se nombran general- 
mente con tres letras mayúsculas seguidas de un núme- 
ro, y todo en cursiva (por ejemplo, el gen COX1 codifica 
para una subunidad del citocromo oxidasa (Capítulo 
19)). Los nombres de genes anteriores a las convencio- 
nes actuales pueden diferir en su formato << 
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molécula de DNA. Los nombres de tres letras de los genes y otros elemen- 
tos reflejan generalmente algún aspecto de su función. Entre ellos se cuen- 
tan mut, mutagénesis, dna, replicación del DNA; pol, DNA polimerasa; rpo, 
RNA polimerasa; uvr, resistencia a UV; rec, recombinación; dam, metilación 
de la adenina del DNA; lig, DNA ligasa; Ter, terminación de la replicación; y 
ori, origen de la replicación (orC en £. col; tal como se muestra aquí). 


El uso de abreviaturas para nombrar proteínas no 
es tan sencillo. En el curso de las investigaciones gené- 
ticas, a menudo se acaba aislando y caracterizando la 
proteína producto de cada gen. Se han identificado y 
nombrado muchos genes bacterianos antes de que las 
funciones de sus productos proteicos fuesen compren- 
didas en detalle. A veces, el producto génico resulta ser 
una proteína previamente aislada por lo que es necesa- 
rio un cambio de nombre. A menudo, sin embargo, el 
producto resulta ser una proteína aún desconocida, con 
una actividad que no es fácilmente descrita por un nom- 
bre enzimático sencillo. 


>> Convención dave: Las proteínas bacterianas a menudo 
conservan el nombre de sus genes. Para designar el 
producto proteico de un gen de E. coli se usa letra 
redonda con la primera letra en mayúscula: por ejem- 
plo, los productos de los genes dnaA y recA se denomi- 
nan proteínas DnaA y RecA, respectivamente. La 
nomenclatura para las proteínas eucariotas es de nuevo 
compleja. En la levadura, algunas proteínas tienen nom- 


bres largos y comunes (como citocromo oxidasa). Otras 
tienen el mismo nombre que el gen, en este caso el 
nombre de la proteína empieza en mayúscula y las dos 
siguientes letras están en minúscula, seguido por un 
número y la letra “p”, todo en letra tipo roman (como 
Rad51p). La “p” es para enfatizar que es una proteína y 
evitar la confusión con la nomenclatura convencional de 
otros orgamismos, << 


25.1 Replicación del DNA 


Mucho antes de que se conociese la estructura del DNA, 
los científicos ya se habían preguntado sobre la capaci- 
dad de los organismos para crear copias fieles de sí 
mismos y, más tarde, sobre la capacidad de las células 
para producir muchas copias idénticas de macromolé- 
culas grandes y complejas. La reflexión sobre estos 
problemas se centró en el concepto de molde, una 
estructura que haría posible alinear las moléculas en un 
orden específico y luego unirlas para crear una macro- 
molécula con una estructura y una función únicas. En la 
década de 1940 se descubrió que el DNA era la molécu- 
la que almacenaba la información genética, pero no fue 
hasta que James Watson y Francis Crick dedujeron su 
estructura, que resultó claro de qué forma el DNA 
actuaba de molde para la replicación y la transmisión de 
la información genética: cada una de las cadenas es 
complementaria de la otra. Las estrictas reglas del 
apareamiento de bases hacen que cada cadena haga 


molde para una nueva cadena, cuya secyéeneia es pr 
cible y complementaria (véanse las Figg € O ATION 


Las propiedades fundamentales de la replicación 
del DNA y de los mecanismos utilizados por los enzimas 
que la catalizan son básicamente idénticos en todos los 
organismos. Esta unidad mecanística será un tema fun- 
damental cuando pasemos de las propiedades generales 
del proceso de replicación a los enzimas que lo catalizan 
en E. coli y, finalmente, a la replicación en eucariotas. 


La replicación del DNA está gobernada por un conjunto 
de reglas fundamentales 


Los primeros estudios sobre la replicación del DNA bac- 
teriano y sus enzimas contribuyeron al establecimiento 
de varias propiedades básicas que son de aplicación a la 
síntesis del DNA de todos los organismos. 


La replicación del DNA es semiconservadora Cada cade- 
na del DNA actúa de molde para la síntesis de una 
nueva cadena. El resultado son dos moléculas de DNA 
nuevas, cada una con una cadena nueva y otra vieja. 
Este proceso se denomina replicación semiconser- 
vadora. 

La hipótesis de la replicación semiconservadora fue 
propuesta por Watson y Crick poco después de la publi- 
cación de su artículo sobre la estructura del DNA en 
1953; ésta teoría fue confirmada en 1957 mediante inge- 
niosos experimentos diseñados por Matthew Meselson y 
Franklin Stahl. Estos investigadores cultivaron células 
de E. coli durante muchas generaciones en un medio 
cuya única fuente de nitrógeno (NH,CD) contenía '*N, el 
isótopo “pesado” del nitrógeno, en lugar del isótopo 
“ligero” normal y más abundante, el '*N. El DNA aislado 
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de estas células tenía una densidad alrededor de un 1% 
mayor que el ['*N]DNA normal (Fig. 25-2a). Aunque la 
diferencia es pequeña, es posible separar la mezcla de 
PENIDNA pesado y ['*NIDNA ligero por equilibrio de 
sedimentación en gradiente de densidad de cloruro de 
cesio. 

Las células de E. coli cultivadas en medio con '*N 
se transfirieron a un medio que contenía solamente el 
isótopo '*N, donde se las dejó crecer hasta la duplica- 
ción de la población celular. El DNA aislado de esta 
primera generación de céjulas formó una única banda 
en el gradiente de CsCi en una posición que mdicaba 
que las moléculas de DNA de doble hélice de las células 
hijas eran híbridos que conterían una cadena nueva con 
MN y una cadena parental con '*N (Fig. 25-2b). 

Este resultado contradecía la replicación conserva- 
dora, una hipótesis alternativa según la cual una molé- 
cula de DNA de la progenie estaría formada por dos 
cadenas de DNA recién sintetizadas, mientras que la 
otra contendría las dos cadenas parentales; este meca- 
nismo no daría moléculas de DNA híbridas en el experi- 
mento de Meselson y Stahl. La hipótesis de la replica- 
ción semiconservadora fue confirmada en la siguiente 
etapa del experimento (Fig. 25-2c). Se permitió que las 
células volviesen a doblar su número en el medio con 
MN, El DNA aislado de este segundo ciclo de replicación 
mostró dos bandas en el gradiente de densidad, una con 
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FIGURA 25-2 El experimento de Meselson-Stahi. (a) Se cultivaron 
células durante muchas generaciones en un medio que contenía sólo 
nitrógeno pesado, “N, de modo que todo el nitrógeno en el DNA era “N, 
tal como muestra la presencia de una única banda (azul) cuando el DNA 
fue centrifugado en un gradiente de densidad de CsCl (b) Seguida- 
mente, se transfirieron las células a un medio que sólo contenía nitró- 
geno ligero, “N. El DNA celular aislado después de la primera generación 
alcanzó el equilibrio en una posición superior del gradiente de CsCl 
(banda púrpura). (c) Un nuevo ciclo de replicación dio una banda de 
DNA híbrido (púrpura) y otra banda (roja), que solo contenía [“N]IDNA, 
confirmándose que la replicación era semiconservadora. 
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una densidad igual a la del DNA ligero mientras que la 
otra tenía la densidad del DNA híbrido observada des- 
pués de la primera duplicación celular. 


La replicación empieza en un origen y normalmente 
avanza de forma bidireccional Confirmado el mecanismo 
semiconservador de la replicación, se plantearon un 
buen número de preguntas. ¿Se desenrollan totalmente 
las cadenas de DNA parental antes de que cada una se 
replique? ¿Empieza la replicación en sitios al azar o en 
un único punto? ¿Después de iniciada la replicación en 
un punto del DNA, progresa en una dirección o en 
ambas? 

Una indicación temprana de que la replicación era un 
proceso altamente coordinado, en el que las cadenas 
parentales se desenrollan y replican simultáneamente, 
fue obtenida por John Cairns mediante autorradiografía. 
Cairns incorporó radiactividad en el DNA de E. coli, cul- 
tivando las células en un medio que contenía timidina 
marcada con tritio (H). El DNA, cuidadosamente aislado 
y extendido, fue cubierto con una emulsión fotográfica 
durante varias semanas. La desintegración del *H de la 
timidina generó rastros de granos de plata de la emulsión, 
formando una imagen de la molécula de DNA. Estos ras- 
tros mostraron que el cromosoma intacto de E. coli es un 
gran círculo único de 1,7 mun de longitud. El DNA radiac- 
tivo aislado de células en proceso de replicación mostra- 
ba un lazo extra (Fig. 25-3). Cairns llegó a la conclusión 
de que el lazo en el DNA era el resultado de la formación 
de dos cadenas hijas radiactivas, cada una complementa- 
ria de una cadena parental. Uno o ambos 
lazo son puntos dinámicos llamados h 
replicación, donde el DNA parental es desenrollado y 
las cadenas separadas rápidamente replicadas. Los resul- 
tados de Cairns demostraron que las dos cadenas del 
DNA se replican simultáneamente. Una variante de este 
experimento indicó que la replicación de los cromosomas 
bacterianos es bidireccional: los dos extremos del lazo 
tienen horquillas de replicación activas. 

Para determinar si los lazos se originan en un único 
punto del DNA, se necesitaban señales de referencia a 
lo largo de la molécula de DNA. Estas señales fueron 
proporcionadas por una técnica denominada cartogra- 
fiado por desnaturalización, desarrollada por Ross 
Inman y colaboradores. Utilizando el cromosoma del 
bacteriófago A de 48.502 pb, Inman demostró que las 
secuencias del DNA ricas en pares de bases A=T pue- 
den ser desnaturalizadas selectivamente. Las regiones 
desnaturalizadas forman un patrón reproducible de 
burbujas de cadena sencilla (véase la Fig. 8-28). De 
forma similar se puede desnaturalizar parcialmente 
DNA que contenga bucles de replicación. Es posible 
medir la posición y el progreso de las horquillas de repli- 
cación utilizando las regiones desnaturalizadas como 
puntos de referencia, Esta técnica reveló que, en este 
sistema, los lazos de replicación siempre se inician en 
un punto único que se denominó origen. También con- 
firmó observaciones anteriores que indicaban que la 
replicación es normalmente bidireccional. En las molé- 
culas de DNA circular, las dos horquillas de replicación 
vuelven a encontrarse en un punto del círculo, en el 
lado opuesto “al origen. Desde entonces se han identifi- 
cado y caracterizado orígenes de replicación específicos 
en las bacterias y los eucariotas inferiores. 
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FIGURA 25-3 Visualización de la replicación del DNA. Etapas de la 
replicación de moléculas de DNA circulares visualizadas con el micros- 
copio electrónico. La replicación de un cromosoma circular produce 
una estructura parecida a la letra griega teta, D, pues ambas cadenas 
se replican simultáneamente (las nuevas cadenas se muestran en rojo 
claro). Las micrografías electrónicas muestran imágenes del DNA plas- 
mídico replicándose desde un único origen de replicación. [Fuente: 
Micrografías: J. Cairns, Cold Spring Harb. Symp. Quant. Biol. 28:44, 
1963] 


La síntesis del DNA progresa en dirección 5'—-7' y es 
semidiscontinua Las cadenas nuevas de DNA siempre 
se sintetizan en dirección 5'—-3”, siendo el 3'0H libre el 
punto de elongación del DNA (los extremos 5' y 3' de 
una cadena de DNA se definen en la Fig. 8-7). Debido a 
que las dos cadenas de DNA son antiparalelas, la cadena 
que actúa de molde se lee del extremo 3' al 5’. 

Si la síntesis transcurre siempre en la dirección 
5—3’, ¿cómo pueden sintetizarse las dos cadenas 
simultáneamente? Si las dos fuesen sintetizadas conti- 
nuamente a medida que se desplaza la horquilla de 
replicación, una tendría que ser sintetizada en dirección 
3 — 5, Este problema fue resuelto for Reiji Okazaki y 
colaboradores en la década de 1960, Okazaki descubrió 
que una de las cadenas nuevas de DNA se sintetiza en 
forma de trozos cortos, denominados fragmentos de 
Okazaki. Este trabajo condujo finalmente a la conclu- 
sión de que una de las cadenas es sintetizada de modo 
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FIGURA 25-4 identificación de las hebras del DNA en la horquilla de 
replicación. Una hebra nueva (rosa) de DNA se sintetiza siempre en 
dirección 5'—3'. El molde se lee en dirección opuesta 9—5' La hebra 
conductora se sintetiza inirterrumpidamente en ta dirección seguida por 
la horquilla de replicación. La otra hebra, la hebra rezagada, se sintetiza 
de manera discontinua en trozos cortas (fragmentos de Okazaki) en 
dirección apuesta al desplazarniento de la horquilla de replicación. Los 
fragmentos de Okazaki son unidos a continuación por la DNA ligasa En 
tas bacterias, tos fragmentos de Okazaki tienen una longitud de 1,000 a 
2.000 nucleótidos. En tas células eucarióticas, tienen de 150 a 200 
nucleótidos. 


continuo y la otra de modo discontinuo (Fig. 25-4). La 
cadena continua o hebra conductora es aquella cuya 
síntesis en dirección 5—3 transcurre en la misma 
dirección que el movimiento de la horquilla de replica- 
ción. La cadena discontinua o hebra rezagada es aque- 


lla cuya síntesis en dirección 5'—-3' tr. e en dir 
ción opuesta a la dirección del movimie 
lla. Los fragmentos de Okazaki tienen cament 


100 a 200 nucleótidos de longitud en eucariotas, y de 
1000 a 2000 nucleótidos de longitud en bacterias. Tal 
como veremos más adelante, las síntesis de la hebra 
conductora y de la hebra rezagada están estrechamente 
coordinadas. 


El DNA es degradado por nucleasas 


Para explicar la enzimología de la replicación del DNA, 
empezaremos con los enzimas que lo degradan, en vez 
de con aquellos que lo sintetizan. Estos enzimas se 
denominan nucleasas o DNasas si son específicas del 
DNA en lugar del RNA. Todas las células contienen 
varias nucleasas diferentes, que pueden clasificarse en 
dos amplias clases: exonucleasas y endonucileasas. Las 
exonucleasas degradan los ácidos nucleicos desde un 
extremo de la molécula. Muchas actúan sólo en direc- 
ción 5—3 o bien en dirección 3—5, eliminando 
nucleótidos sólo del extremo 5' o del 3”, respectivamen- 
te, de una cadena de ácido nucleico de doble cadena o 
de un DNA de cadena sencilla. Las endonucleasas 
pueden empezar a degradar en puntos internos especí- 
ficos de una cadena o molécula de ácido nucleico, redu- 
ciéndolo a fragmentos cada vez más pequeños. Unas 
pocas exonucleasas y endonucleasas degradan exclusi- 
vamente DNA de cadena sencilla, Hay unas pocas clases 
de endonucleasas de gran importancia que sólo cortan 
secuencias de nucleótidos específicas (por ejemplo, las 
endonucleasas de restricción, de tanta importancia en 
biotecnología; véase el Capítulo 9; Fig. 9-2). En este 
capítulo y en los que siguen se encontrarán muchos 
tipos de nucleasas. 
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El DNA es sintetizado por DNA polimerasas 


NE La búsqueda de un enzima que 
E pudiese sintetizar DNA empe- 
zó en 1955. El trabajo de 
Arthur Kornberg y colaborado- 
res culminó en la purificación y 
caracterización de una DNA 
polimerasa de E. coli, un enzi- 
ma con una sola cadena poli- 
peptídica, conocido actual- 
mente como DNA polimera- 
sz sa I (M, 103.000; codificada 
Arthur Kornberg, 1918-2007 por el gen polA). Mucho des- 
Fuente World History pués, se encontraron en E. 
Archive/Alamy.] E 

coli al menos otras cuatro DNA 

polimerasas distintas, descritas más adelante., 

Los estudios detallados sobre la DNA polimerasa I 
revelaron características del proceso de síntesis del 
DNA que han resultado ser comunes a todas las DNA 
polimerasas. La reacción fundamental es una transfe- 
rencia de grupo fosforilo. El nucleófilo es el grupo 3' 
hidroxilo del nucleótido en el extremo 3” de la cadena 
en crecimiento. El ataque nucleofílico se produce sobre 
el fósforo a del desoxinucleósido 5'-trifosfato entrante 
(Fig. 25-54). En la reacción se libera pirofosfato inor- 
gánico. La reacción general es 


pa 


(ANMP), + dNTP — (dNMP), + PP, (25-1) 
DNA DNA 
alargado 


AMON, y dNTP son desoxinucleósidos 5'-mono- 


fosfato y 5'-trifosfato, respectivamente. Hay que desta- 
car que en la catálisis por prácticamente todas las DNA 
polimerasas participan dos iones Mg* del sitio activo 
(Fig. 25-5a). Uno de ellos contribuye a desprotonar el 
grupo 3'-hidroxilo convirtiéndolo en un nucleofilo más 
efectivo. El otro se une al dNTP entrante y facilita la 
salida del pirofosfato. 

La reacción, aparentemente, tiene lugar con sólo un 
cambio mínimo de energía libre, puesto que se forma un 
enlace fosfodiéster a expensas de un anhídrido fosfóri- 
co, sólo algo menos estable. Sin embargo, las mteraccio- 
nes no covalentes de apilamiento y de apareamiento de 
bases estabilizan el producto DNA alargado en relación 
con el nucleótido libre, Además, en la célula la forma- 
ción de productos está favorecida por los 19 kJ/mol 
generados por la posterior hidrólisis del pirofosfato por 
el enzima pirofosfatasa. 

Los trabajos iniciales sobre la DNA polimerasa I 
definieron dos requerimientos básicos para la polimeri- 
zación del DNA (Fig. 25-5). En primer lugar, todas las 
DNA polimerasas requieren un molde. La reacción de 
polimerización está dirigida por una cadena molde de 
DNA según las reglas de apareamiento de bases predi- 
chas por Watson y Crick: donde hay una guanina en el 
molde se añade un desoxinucleótido de citosina a la 
nueva cadena, y así sucesivamente. Este fue un descu- 
brimiento especialmente importante, no sólo porque 
proporcionó una base química para la replicación semi- 
conservadora del DNA, sino también porque representó 
el primer ejemplo de utilización de un molde para guiar 
una reacción biosintética. 
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Segundo, las polimerasas requieren un cebador. Un 
cebador es un segmento de cadena (complementario del 
molde) con un grupo 3'”-hidroxilo libre al cual pueden 
añadirse nucleótidos; el extremo 3' del cebador se deno- 
mina extremo cebador. Dicho de otro modo, parte de 
la cadena nueva ya tiene que encontrarse en su lugar; 
todas las DNA polimerasas, sin excepción, sólo son capa- 
ces de añadir nucleótidos a una cadena preexistente. 
Los cebadores son a menudo oligonucleótidos de RNA, 
en lugar de DNA; enzimas especializados sintetizan los 
cebadores dónde y cuándo son requeridos. 

El sitio activo de una DNA polimerasa tiene dos partes 
(Fig. 25-5b). El nucleótido entrante se sitúa inicialmente 
en el sitio de inserción. Una vez formado el enlace fosfo- 
diéster la polimerasa se desliza hacia delante sobre el DNA 
y un nuevo par de bases se sitúa en el sitio de postinser- 
ción. Estos elementos se encuentran en una cavidad que 
se parece a la palma de la mano (Fig. 25-5c). 


FIGURA DE MECANISMO 25-5 Elongación de una cadena de DNA. (a) El 
mecanismo catalítico para la incorporación de nuevos nucleótidos por la DNA 
potimerasa utiliza dos iones Mg? coordinados con los grupos fosfato del nucleó- 
tido trifosfato entrante, el grupo 3'-hidroxilo que actuará como nucleófilo y tres 
residuos de Asp, dos de los cuales están altamente conservados en todas las 
DNA polimerasas. El ión Mg de la parte superior de la figura facilita el ataque 
del grupo 3'-hidroxito del cebador sobre el fosfato a del nucleótido trifosfato; el 
otro ión Mg” facilita el desplazamiento del pirofosfato. Ambos ¡ones estabilizar 
la estructura del estado de transición pentacovalente. Las RNA polimerasas utili- 
zan un mecanismo similar (véase la Fig. 26-13). (b) La actividad de la DNA poli- 
merasa | también requiere una hebra desapareada que actúe de molde y una 
cadena cebadora que aporte un grupo hidroxilo libre en el extremo 3”, al cual se 
añaden las nuevas unidades nucleotídicas. Los nucleótidos entrantes se seleccio- 
nan en parte por apareamiento de bases con el nucieótido apropiado de la hebra 
molde. El producto de reacción tiene un nuevo 3 hidroxilo libre, que permite aña- 
dir otro nucleótido, El par de bases recién formado migra para dejar el sitio actiwo 
dispomble para formar otro par de bases. (c) Ei núcleo de la mayoría de las DNA 
polimerasas es como una mano humana que envuelve el sitio activo. La estruc- 
tura mostrada corresponde a la DNA polimerasa | de Thermus aquaticus unida al 
DNA (PDB ID4KTO). (d) Esquema de la interpretación de la estructura de la 
polimerasa que muestra los lugares de inserción y postinserción de! sitio activo, 
El sitio de inserción es donde se produce la adición del nucieótido y e: sitio de 
postinserción es donde migra el par de bases recién formado. ¿Fuente <c): PDB 
ID 4KTQ, Y Liet ai., EMBO 1 17:7514, 1998] 
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Después de añadir un nucleótido a una cadena de 
DNA en crecimiento, la DNA polimerasa se disocia o 
bien se traslada a lo largo del molde y añade otro 
nucleótido. La disociación y la reasociación de la poli- 
merasa pueden limitar la velocidad global de polimeriza- 
ción. El proceso es generalmente más rápido si la poli- 
merasa añade nucleótidos sin disociarse del molde. El 
número medio de nucleótidos añadidos antes de que 
una polimerasa se disocie define su procesividad. Las 
DNA polimerasas muestran una gran variación en su 
procesividad; algunas sólo añaden unos pocos nueleóti- 
dos antes de disociarse, mientras que otras añaden 
muchos millares. 


La replicación es muy precisa 


La replicación tiene lugar con un grado extraordinario 
de fidelidad. En E. coli, sólo se comete un error por 
cada 10% o 10* nucleótidos incorporados. Dado que el 


cromosoma de E. coli tiene unos 4,6 x. 10% pb, esto sig- 
nifica que se comete un error cada 1.000 a 10.000 repli- 
caciones. Durante la polimerización, la discriminación 
entre nucleótidos correctos e incorrectos se basa no 
solamente en los puentes de hidrógeno que especifican 
el apareamiento correcto entre bases complementarias, 
sino también en la geometría común de los pares de 
bases estándar A=T y G=C (Fig. 25-6). El sitio activo 
de la DNA polimerasa I acomoda solamente pares de 
bases con esta geometría. Un nucleótido incorrecto 
puede ser capaz de formar puentes de hidrógeno con 
una base del molde, pero generalmente no encajará en 
el sitio activo. Las bases incorrectas pueden ser des- 
echadas antes de que se forme el enlace fosfodiéster. 

La precisión de la propia reacción de polimerización 
es, no obstante, insuficiente para explicar el elevado 
grado de fidelidad de la replicación. Cuidadosas medi- 
das in vitro han demostrado que las DNA polimerasas 
insertan un nucleótido incorrecto por cada 10* a 10* 
correctos. Estos errores se cometen a veces porque una 
base se encuentra momentáneamente en una forma 
tautomérica infrecuente (véase la Fig. 8-9), que permite 
la formación de enlaces de hidrógeno con una base 
incorrecta. La tasa de error disminuye in vivo gracias a 
mecanisinos enzimáticos adicionales. 

Un mecanismo intrínseco de prácticamente todas 
las DNA polimerasas es una actividad exonucleasa 
3'—5 independiente, que realiza una segunda compro- 
bación de cada nucleótido una vez ha sido añadido. Esta 
actividad nucleasa permite eliminar un nucleótic K 
recién incorporado y es altamente espect. 
de bases incorrectos (Fig. 25- pd Si 2 POLE 


(a) Pares de bases correctos 
Forma del sitio activo 


(b) Pares de bases incorrectos 
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ción del enzima a la posición donde ha de incorporarse 
el siguiente nucleótido. Esta pausa cinética ofrece la 
oportunidad de una corrección. La actividad exonuclea- 
sa 3 — 5' elimina el nucleótido mal apareado y la poli- 
merasa vuelve a empezar. Esta actividad, denominada 
de corrección de pruebas, no es simplemente la 
inversa de la reacción de polimerización (Ec. 25-1), 
puesto que no interviene el pirofosfato. Las actividades 
de polimerización y de corrección de pruebas de una 
DNA polimerasa se pueden medir separadamente. La 
corrección de pruebas mejora la precisión inherente a la 
reacción de polimerización en un factor de 10? a 10. En 
la DNA polimerasa I monomérica, las actividades de 
polimerización y de corrección de pruebas tienen sitios 
activos separados en el mismo polipéptido. 

Con la selección de bases y la corrección de prue- 
bas combinadas, la DNA polimerasa deja tras de sí un 
error cada 10% a 10% bases añadidas. Sin embargo, la 
precisión observada en células de E. coli es todavía 
mayor. La precisión adicional se debe a un sistema enzi- 
mático separado que repara los pares de bases incorrec- 
tos que permanecen después de la replicación. Este 
proceso de reparación de apareamientos incorrectos, se 
describe, junto con otros procesos de reparación del 
DNA, en la Sección 25.2. 


E. coli posee al menos cinco DNA polimerasas 


Más del 90% de la actividad DNA polimerasa observada 
en los extractos de E. coli se debe a la DNA polimerasa 
I. No obstante, poco después de su aislamiento en 1955, 


ve (Audi a acumular pruebas de que este enzima 
y uado para la replicación del gran cromosoma 


de E. coli. Primero, la velocidad a la que adiciona 


FIGURA 25-6 Contribución de la geometría de los 
pares de bases a la fidelidad de la replicación del DNA. 
(a) Los pares de bases estándar A=T y G==C tienen geo- 
metrías muy similares y un sitio de unión capaz de aco- 
modar uno de ellos generalmente acomodará el otro. (b) 
La geometría de los pares de bases incorrectos puede 
excluirios de! sitio activo, tal como sucede con la DNA 
polimerasa. 


986 Metabolismo del DNA 


@ Lapolimerasa aparea 
incorrectamente dC 
con dT. 


Sitio exonuciea 


La polimerasa recoloca el 
extremo 3' desapareado en el 
sitio 3'—>5' de la exonucleasa. 


A 


5' 
3' 


Sitio de Sitio de 
posinserción. inserción. 
La exonucleasa 
hidroliza el dC 
desapareado. 
dCMP 
5 
3 5 


PAA 


vuelve a colocar en el 
sitio de la polimerasa. 
, 5' r 
© La polimerasa incorpora el 
JATP nucleótido correcto, dÀ. 


5 
3 


w un 


5' 


FIGURA 25-7 Ejemplo de corrección de errores por la actividad exo- 
nucleasa 3'25' de la DNA polimerasa |. El análisis estructural ha loca!í- 
zado la actividad exonucleasa por detrás de la actividad polimerasa tal 
como está orientado el enzima en su movimiento a lo largo del DNA. 
Una base mal apareada (en este caso, un apareamiento incorrecto C-T} 
impide la translocación de la DNA polimerasa | al sitio siguiente. El DNA 
unido al enzima se desliza hacia atrás al sitio de la exonucleasa y el 
enzima corrige el error con su actividad exonucleasa 3'—5". A continua- 
ción, el enzima reemprende su actividad polimerasa en la dirección 
5=3. 


nucleótidos (600 nucleótidos añadidosímin) es dema- 
siado lenta (en un factor de 100 o más) para explicar la 
velocidad del movimiento de la horquilla de replicación 
en las células bacterianas. Segundo, la DNA polimerasa 
I tiene una procesividad relativamente baja. Tercero, 
estudios genéticos han demostrado que en la replica- 
ción intervienen muchos genes y, por tanto, muchas 
proteínas: claramente la DNA polimerasa I no actúa 
aisladamente. Cuarto, y de gran importancia, John Cair- 
ns aisló en 1969 una cepa bacteriana con el gen de la 
DNA polimerasa I alterado, que producía un enzima 
inactivo. Esta cepa era anormalmente sensible a los 
agentes que dañaban al DNA, no obstante, era viable. 

. La búsqueda de otras DNA polimerasas llevó al des- 
cubrimiento de la DNA polimerasa Il y de la DNA 


Exonucleasa Exonucleasa 
3-5 53 y 
5' 
3 
3 Acido nucleico que 


Mella debe eliminarse 


Sitio de 
posinserción 


Sitio de 
insercion | NMP o dNMP liberados 


+ > 
dNTP añadidos y sl % - 3 
PP; liberado ® 


Movimiento de la Pol | 


dNTP 


NMP o dNMP, PP, 


FIGURA 25-8 Traslado de la mella. La DNA polimerasa | bacteriana 
tiene tres dominios que catalizan sus actividades DNA polimerasa, 5"— 


" exonucleasa y 3"— 5' exonucleasa. El dominio 5' — 3" exonucleasasa 
OP et parte anterior del enzima en el sentido del avance a lo 
a | y 


o se muestra en la Figura 25-5. Al degradar la hebra 
del DNA por delante del enzima y sintetizar una nueva hebra detrás, la 
DNA polimerasa | puede llevar a término una reacción denorninada 
translado de la mella, en la cual una rotura o una mella en el DNA se 
desplaza junto con el enzima. Éste proceso tiene una función en la repa- 
ración del DNA y en la eliminación de los cebadores de RNA durante la 
replicación (los dos procesos se describen más adelante). La hebra de 
ácido nucleico (DNA o RNA) que ha de ser eliminada se muestra en 
púrpura, la hebra de reemplazo se muestra en rojo. La síntesis de DNA 
comienza en una melia (un enlace fosfodiéster roto que deja un 3' 
hidroxilo libre y un fosfato en 5' libre), En el sitio donde se disocia la 
DNA polimerasa | queda una mella, que es sellada posteriormente por 
otro enzima. 


polimerasa III en E. coli a principios de la década de 
1970. La DNA polimerasa II es un enzima implicado en 
un tipo de reparación del DNA (Sección 25.3). La DNA 
polimerasa lll es el enzima principal de la replicación en 
E. coli. Las DNA polimerasas IV y V, identificadas en 
1999, intervienen en un tipo de reparación poco habi- 
tual (Sección 25.2). Las propiedades de estas cinco 
DNA polimerasas se comparan en la Tabla 25-1. 

La DNA polimerasa I no es, pues, el enzima princi- 
pal de la replicación; en cambio, realiza una multitud 
de funciones de limpieza durante la replicación, la 
recombinación y la reparación. Estas funciones espe- 
ciales están potenciadas por su actividad exonucleasa 
5—3' Esta actividad, diferente de la exonucleasa 
3 —$5' de corrección de pruebas (Fig. 25-7), está loca- 
lizada en un dominio estructural que puede ser separa- 
do del enzima mediante un tratamiento proteolítico 
suave. Cuando se elimina el dominio exonucleasa 


TABLA 25-1 


Comparación de las tres DNA 


AAA A a 
| Gen estructural? polA 
'Subunidades (número de tipos l 
| diferentes) 
M, 103.000 
| Exonucleasa 3'—-5' (correctora de Sí 
pruebas) 
Exonucleasa 5—3 SÍ 
Velocidad de polimerización 10-20 
(nucleótidos/s) 


Procesividad (nucleótidos añadidos 
antes de la disociación de la A : E 


—— A AA a e u 


3-200 
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A polimerasas de £. coli 


polB polC (dnab) dinB umuC 
7 9 1 3 
88,000" 1.065.400 39,100 110.000 
Sí Sí No No 
No No No No | 
40 250-1.000 2—3 1 


1,500 2500.000 1 638 


a e o recaer incor a y pr rara 
"Para los enzimas con más de una subunidad, PARAS AN Obsérvese que dnaE es una 


designación amerior del gen denominado actualmente polC. 


“Se refiere solamente a la subunidad polimerizante. La DNA polimerasa Il comparte varias subunidades con la DNA polimerasa ili, entre ellas las 


subunidades 5, ~, 5, Y, x y Ù (véase la Tabla 25-2). 


5—3, el fragmento restante (M_ 68.000), denominado 
fragmento grande o de Klenow, retiene las activida- 
des de polimerización y de corrección de pruebas. La 
actividad exonucleasa 5'—+3" de la DNA polimerasa I 
intacta es capaz de reemplazar un segmento de DNé 
RNA) apareado a la hebra molde, e 

minado translación de la mella (Fig. Jue | 
de las restantes DNA polimerasas carecen de actividad 
exonucleasa 5"—-3', 

La DNA polimerasa III es mucho más compleja que 
la DNA polimerasa I, con 9 clases distintas de subunida- 
des (Tabla 25-2). Sus actividades de polimerización y de 
corrección de pruebas residen en las subunidades «a y e 
(épsilon), respectivamente. La subunidad € se asocia 
con las subunidades a y e para formar la polimerasa 
núcleo, capaz de polimerizar el DNA, pero de procesivi- 
dad limitada. Dos polimerasas núcleo se pueden unir 
mediante otro conjunto de subunidades, un complejo de 
carga de la abrazadera, o complejo ~, consistente en 
cinco subunidades de tres tipos diferentes, T,'y06'. Las 
polimerasas núcleo se unen a través de las subunidades 
T (tau). Dos subunidades adicionales, x (chi) y y (psi), 
están unidas al complejo de carga de la abrazadera. El 
conjunto completo de 16 subunidades (de ocho tipos 
diferentes) se denomina DNA polimerasa III* 
(Fig. 25-9a). 

La DNA polimerasa MI* puede polimerizar DNA, 
pero con una procesividad mucho menor que la necesa- 
ria para replicar el cromosoma completo. El necesario 
aumento de procesividad resulta de la unión de las 
subunidades 3. Las subunidades f se asocian por pares 
para formar una estructura toroidal que rodea al DNA y 
que actúa como una abrazadera (Fig. 25-9b). Cada 
dímero se asocia con un núcleo de polimerasa III (una 
abrazadera dimérica por núcleo) y se desliza a lo largo 
del DNA a medida que avanza la replicación. La abraza- 
dera f deslizante impide la disociación de la DNA poli- 
merasa lil del DNA, lo cual aumenta la procesividad en 
un factor de más de 500.000 (Tabla 25-1). La adición de 


la subunidades $ convierten la DNA polimerasa III* en 
el holoenzima de DNA polimerasa IH. 


La replicación del DNA requiere muchos enzimas 
y factores proteicos 


ción en E. coli necesita no sólo una DNA poli- 
merasa, sino también 20 o más enzimas y proteínas 
diferentes, cada una con una tarea específica. El con- 
junto se ha denominado sistema DNA replicasa o 
replisoma. La complejidad enzimática de la replicación 
refleja los requerimientos impuestos por la estructura 
del DNA y las exigencias de fidelidad. Trataremos las 
clases principales de enzimas de la replicación desde el 
punto de vista de las tareas que tienen que afrontar. 

El acceso a las cadenas de DNA que han de actuar 
de molde requiere la separación de las dos cadenas 
parentales. Esta tarea corre a cargo generalmente de 
enzimas denominados helicasas, que se desplazan a lo 
largo del DNA y separan las cadenas utilizando la energía 
química del ATP. La separación de las cadenas crea una 
tensión topológica en la estructura helicoidal del DNA 
(véase la Fig. 24-11), que es relajada por la acción de 
topoisomerasas. Las cadenas separadas son estabiliza- 
das por proteínas de unión al DNA. Como se ha men- 
cionado anteriormente, los cebadores, segmentos cortos 
de RNA sintetizados por enzimas denominados prima- 
sas, han de estar unidos al molde antes de que las DNA 
polimerasas puedan empezar la síntesis. Posteriormen- 
te, los cebadores de RNA son eliminados y reemplazados 
por DNA. En E. coli, ésta es una de las muchas funcio- 
nes de la DNA polimerasa 1. Después de la eliminación 
del cebador de RNA y del relleno del hueco con DNA, 
queda una mella en la cadena azúcar-fosfato, en forma 
de un enlace fosfodiéster roto. Estas mellas son selladas 
por enzimas denominados DNA ligasas. Todos estos 
procesos han de estar coordinados y regulados. E. coli 
es el sistema donde las interconexiones entre los dife- 
rentes componentes han sido mejor caracterizadas. 
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TABLA 25-2 Subunidades de la DNA polimerasa IIl de E. co! 
Número de subunida- M dela 


Subunidad des por holoenzima ! subunidad Gen Función de la subunidad 


m un a | 
—— o e A A A A 2 A 2 e e PP. o 


129.900 polC (dnaE) Actividad polimerizante 


a 3 
E 3 27.500 dnaQ (mutD) Actividad exonucleasa 3—5 ERA 
| de corrección de pruebas 
| 3 8.600 holE Estabilización de la subunidad e 
T 3 71.100 dnaX Unión estable del molde; Complejo de carga 
dimerización del enzima núcleo [de la abrazadera (~) 
á 1 38.700 holA Abridor de la abrazadera T EEN 3 
subunidades f en 
|8’ 1 36.900 holB Cargador de la abrazadera haia mad aria dd 
fragmento de Okazaki* 
Xx 1 16.600 holC Interacción con SSB 
Y 1 15.200 holD Interacción con y subunidades 
TYX 
8 6 40.600 dnaN Abrazadera del DNA necesaria 


a 
(S aa aa - e 


>. 


a El Compiejo de carga de la abrazadera también se denomina complejo ~, por la existencia de otra versión del complejo en el cual tres subunidades, 
llamadas 4 reemplazan las subunidades 7. La subunidad ~ está codificada por una porción del gen de la subunidad 7 (dna X), de modo que el 66% 
del amino-terminal de la subunidad ~ tiene la misma secuencia de aminoácidos que la subunidad +. La subunidad ~ es generada por un mecanismo 
de desplazamiento del marco de lectura de la traducción (véase la p. 1085) que provoca la finalización prematura de la traducción. 

La subunidad ~ comparte las funciones de la abrazadera de carga, pero carece del fragmento de proteína que interacciona con el nucleo de la 
polimerasa o con la DnaB helicasa. 

El Complejo de carga de la abrazadera que ha incorporado las subunidades ~ puede funcionar independiente del holoenzima de la DNA polimerasa 
Ill, promoviendo la descarga de la abrazadera 3 descartada de la cadena rezagada mientras la horquilla de replicación avanza. También pueden 
promover la carga de la abrazadera 3 en los procesos de reparación del DNA que requieren de la síntesis de DNA lejos de la horquilla de replicación. 


| para una procesividad óptima 


Co PROTON por las reacciones que tienen lugar 


y por los enzimas implicados. Como veremos en éste y 
en los dos capítulos siguientes, la síntesis de los princi- 
pales biopolímeros que contienen información, DNA, 
RNA y proteínas, se puede entender también en térmi- 


La replicación del cromosoma de E. coli 
procede por etapas 


La síntesis de una molécula de DNA se puede dividir en 
tres fases: iniciación, elongación y terminación. Estas 


(a) Núcleo de la Pol Mi 


Abrazadera 


deslizante 8 Abrazadera 


deslizante 4 


Núcleo 
de la Pol Ill 


Núcleo 
de la Pol lil 


Cargador 


de la abrazadera Abrazadera 
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FIGURA 25-9 DNA polimerasa lli. (a) Arquitectura de la DNA poli- 
merasa lii bacteriana (Pol IIH). Los tres dominios núcleo, compuestos de 
las subunidades œ e, y 0, están unidos por un complejo de carga de la 
abrazadera de cinco subunidades (también llamado complejo y; el ter- 
mino esta explicado en el pie de nota de la tabla 25-2) cuya composi- 
ción es 7,66. Las subunidades núcleo y el complejo de carga de la abra- 
zadera forman la DNA polimerasa lil". Las otras dos subunidades de la 
DNA polimerasa ¡1!*, x y y (no mostradas), también se unen al com- 
plejo de carga de la abrazadera. Tres abrazaderas f interaccionan con los 
tres subconjuntos núcleo, siendo cada una de las abrazaderas un dimero 
de la subunidad $. El complejo interacciona con la DnaB helicasa (des- 


crita más adelante en el texto) a través de las subunidades T. (b) Dos 
subunidades $ de la polimerasa !!i de E. coli forman una abrazadera cir- 
cular que rodea el DNA. La abrazadera se desliza a lo largo de La molé- 
cula de DNA, aumentando la procesividad del holoenzima de la polime- 
rasa Ilf en más ce 500.000 nucleótidos al impedir su disociación de 
DNA. Las dos subunidades fl se muestran en dos tonos de púrpura en 
forma de estructura de cintas (izquierda) e imágenes de superficie 
(derecha), rodeando el DNA (adaptado de PDB ID 2POL). [Fuente: (a) 
información extraída de N. Yao and M. O'Donneli, Mol Biosyst. 4:1075, 
2008. (b) PDB iD 2POL, X.-P. Kong et al. Cell 69:425, 1992] 


Ordenamiento en tándem de 
tres secuencias de 13 pb, 
secuencia consenso 
GATCTNTTNTTTT 
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FIGURA 25-10 Ordenamiento de las secuencias en el origen de 
replicación oriC de E. coli. Se muestran las secuencias consenso (véase 
la p. 104) de las elementos repetidos principales. N representa cual- 
quiera de los cuatro nucleótidos. Las flechas horizontales indican ta 
orientación de las secuencias nucleotidicas (la Hecha de izquierda a 


nos de las tres mismas fases, cada una con sus caracte- 
rísticas peculiares. Los procesos que se describen a 
continuación reflejan la información obtenida de expe- 
rimentos in vitro, utilizando proteínas purificadas de Æ. 
coli, aunque todos los sistemas de replicación compar- 
ten los mismos principios básicos. 


Iniciación El origen de la replicación de E. coli, oriC, 
consta de 245 pb, que contienen secuencias de DNA 
muy conservadas entre los orígenes de replicación bac- 
terianos. La posición general de las secuencias conser- 
vadas se ilustra en la Figura 25-10. Hay dos tipos de 
secuencias de especial interés: cinco repeticiones de 
una secuencia de 9 pb (sitios R), que actúan de sitios 
de unión para la proteína de iniciación DnaA, y una 
región rica en pares de bases A=T denominada ele- 
mento de desenrollamiento del DNA (DUE). Hay 


tres sitios de unión adicionales d (siti 
sitios de unión para las proteínas Sri AT 
gración del huésped) y FIS (factor imulaci e 


la inversión). Estas dos proteínas fueron descubiertas 
como componentes necesarios para ciertas reacciones 
de recombinación descritas más adelante en este capí- 
tulo y sus nombres son reflejo de sus funciones. Otra 
proteína de unión al DNA, HU (una proteína bacteriana 
del tipo de las histonas, originalmente denominada fac- 
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Sitios de fijación de la proteína DnaA, 


cinco secuencias de 9 pb, 


secuencia consenso 
TTHA/T)TNCACC 


R4 


derecha indica la secuencia de la hebra superior, la de derecha a 
izquierda, la hebra inferior). FIS e IHF son sitios de unión para proteinas 
descritas en el texto. DnaA se une a los sitios R. Los sitios tson sitios de 
unión adicionales (de diferente secuencia) de DnaA, a los que se une 
DnaA sólo cuando ta proteína forma complejo con el ATP. 


tor U), también participa pero no tiene un sitio especí- 
fico de unión. 

En la fase de iniciación de la replicación participan 
al menos 10 enzimas o proteínas diferentes (incluidos 
en la Tabla 25-3). Estas se encargan de abrir la hélice 
del DNA en el origen y establecen un complejo preceba- 
dor para las reacciones posteriores. El componente 
clave en el proceso de iniciación es la proteína DnaA, 
miembro de la familia proteica de las AAA + ATPasa 
(ATPasas asociadas con diversas actividades celulares). 
Muchas AAA + ATPasas, incluida la DnaA, forman oligó- 
meros e hidrolizan ATP de forma relativamente lenta. 
La hidrólisis de ATP actúa como un interruptor para la 
interconversión de la proteína entre dos estados. En el 
caso de la DnaA, la forma con ATP unido es activa mien- 
tras que la forma con ADP unido es inactiva. 

Ocho proteínas DnaA, todas en el estado de ATP 
unido, se unen para formar un complejo helicoidal que 
los sitios R e 1 en oriC (Fig. 25-11). La DnaA 

ene mayor afinidad por los sitios R que por los sitios I, 
y se une con la misma afinidad a los sitios R tanto con 
ATP o con ADP unido. Los sitios 1, que unen solamente 
la forma de DnaA con ATP unido, permiten la discrimi- 
nación entre las formas activa e inactiva de DnaA. El 
enrollamiento apretado hacia la derecha alrededor de 
este complejo introduce un superenrollamiento positivo 


TABLA 25-3 Proteinas requeridas para iniciar la replicación en el origen de E. coli 


Proteína DnaA 


52.000 
Proteína DnaB (helicasa) 300.000 
| Proteína DnaC 174.000 
| HU 19.000 
| 
Í 
| FIS 22.500 
| IHF 22.000 
| Primasa (proteína DnaG) 60.000 
| Proteína de unión a DNA de cadena 
| sencilla (SSB) 75.600 
. DNA girasa (DNA topoisomerasa IP) 400.000 
| 
| Dam metilasa 32.000 


“En estos casos las subunidades son idénticas. 
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FIGURA 25-11 Modelo del inicio de la replicación en el origen oriC 
de E. coli. Ocho moléculas de proteína DnaA, cada una de ellas con un 
ATP ligado, se unen a los sitios R e | en el origen (véase la Fig. 25-10). El 
DNA está enrollado alrededor de este complejo, formando una estruc- 
tura helicoidal dextrógira. La región DUE rica en A=T se desnaturaliza a 
consecuencia de la tensión generada por la unión adyacente de DnaA. 
La formación del complejo helicoidal de DnaA está facilitada por las pro- 
teínas HU, IHF y FiS, que no se muestran en la figura porque sus papeles 
estructurales todavía no están bien definidos. Hexámeros de proteína 
DnaB se unen a cada hebra con ayuda de la proteína DnaC. La actividad 
helicasa de la DnaB desenrolla todavía más al DNA como preparación 
para el cebado y la síntesis de DNA. [Fuente: Información de J. P. Erzber- 
ger et al Nature Struct. Mol. Biol. 13:676, 2006] 


efectivo (véase el Capítulo 24). La tensión producida en 
el DNA cercano, combinada con la unión de una proteí- 
na DnaA adicional a la región DUE, provoca la desnatu- 
ralización de esta región DUE rica en A=T. El complejo 
formado en el origen de replicación contiene otras pro- 
teínas de urión al DNA (HU, IHF y FIS), que facilitan la 
curvatura del DNA. 

A continuación, la proteína DnaC, otra AAA + ATPa- 
sa, une la proteína DnaB a las hebras separadas del DNA 
de la región desnaturalizada. Un hexámero de DnaC, con 
ATP unido a cada una de sus subunidades, forma un 
complejo apretado con DnaB, la helicasa hexamérica y 
en forma de anillo. La interacción DnaC-DnaB abre el 
anillo de DnaB, proceso que se ve facilitado por la inte- 
racción entre DnaB y DnaA. Dos de los hexámeros en 


SS 


forma de anillo de DnaB se asocian a DUE, uno a cada 
cadena de DNA. El ATP unido a DnaC se hidroliza, libe- 
rando DnaC y dejando DnaB unida al DNA. 

La carga de la helicasa DnaB es el paso clave de la 
iniciación de la replicación. Como se trata de una heli- 
casa replicativa, la DnaB migra a lo largo del DNA de 
cadena sencilla en dirección 5— 3”, desenrollando el 
DNA a medida que avanza. Las helicasas DnaB de las 
dos cadenas del DNA viajan por tanto en direcciones 
opuestas con lo que crean dos horquillas de replicación 
potenciales. Todas las demás proteínas de la horquilla 
de replicación están unidas directa o indirectamente a 
DnaB. La DNA polimerasa II holoenzima se une a través 
de las subunidades r; otras interacciones adicionales de 
la DnaB se describen más adelante. Cuando empieza la 
replicación y se separan las hebras del DNA en la hor- 
quilla, muchas moléculas de proteína de unión al DNA 
de cadena sencilla (SSB) se unen y estabilizan las 
hebras separadas, mientras que la DNA girasa (topoiso- 
merasa IT) alivia la tensión topológica creada más allá de 
la horquilla por la reacción de desenrollamiento. 

La iniciación es la única fase de la replicación del 
DNA que está regulada, para que sólo tenga lugar una 
vez en cada ciclo celular. No se conoce con exactitud el 
mecanismo de regulación, aunque estudios bioquímicos 
y genéticos han proporcionado indicaciones sobre 
diversos mecanismos de regulación independientes. 

Una vez que la DNA polimerasa MM se ha unido al 
DNA, junto con las subunidades $ (que indica la finaliza- 
ción de la fase de iniciación), la proteína Hda se une a las 

unidades 6 e interacciona con la DnaA para estimular 
unido. La Hda es otra AAA + ATPa- 
relacionada con la DnaA (su nombre 
deriva de homóloga de DnaA). La hidrólisis del ATP 
provoca el desmantelamiento del complejo DnaA en el 
origen. La lenta liberación del ADP por la DnaA y de 
nuevo la unión de ATP hace circular la proteína entre 
sus formas inactiva (con ADP unido) y activa (con ATP 
unido) en una escala temporal de 20 a 40 minutos. 

El momento del inició de la replicación está afecta- 
do por la metilación del DNA y por interacciones con la 
membrana plasmática bacteriana. El DNA de oriC es 
metilado por la Dam metilasa (Tabla 25-3), que metila la 
adenina en N* dentro del palíndromo (5GATC. (Dam 
se refiere a la metilación de la adenina del DNA). La 
región oriC de E. coli está enriquecida en secuencias 
GATC, de las que hay 11 dentro de sus 245 pb, inientras 
que la frecuencia promedio de GATC en el cromosoma 
de E. coli es de 1 cada 256 pb. 

Inmediatamente después de la replicación, el DNA 
es semimetilado: las hebras parentales tienen las 
secuencias oriC metiladas, mientras que las hebras de 
nueva síntesis no lo están. Las secuencias oriC semime- 
tiladas son secuestradas temporalmente a través de la 
interacción con la membrana plasmática (el mecanismo 
es desconocido) y por unión de la proteína SegA. Al 
cabo de un tiempo, se libera oriC de la membrana plas- 
mática, y tiene que metilarse completamente por la 
Dam metilasa antes de que pueda unirse de nuevo a 
DnaA e iniciar un nuevo ciclo de replicación. 


Elongación La fase de elongación en la replicación con- 
siste en dos operaciones distintas, pero relacionadas: la 
síntesis de la hebra conductora y la síntesis de la hebra 
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rezagada. En la síntesis de ambas cadenas son impor- 
tantes varios enzimas que se encuentran en la horquilla 
de replicación. El DNA parental es primero desenrolla- 
do por DNA helicasas y la tensión topológica resultante 
es liberada por las topoisomerasas. Las SSB estabilizan 
a continuación cada una de las cadenas separadas. A 
partir de este punto, los procesos de síntesis de la 
hebra conductora y de la hebra rezagada difieren radi- 
calmente. 

La síntesis de la hebra conductora, la más sencilla 
de las dos, empieza con la síntesis de un cebador corto 
(10 a 60 nucleótidos) de RNA por la primasa (proteína 
DnaG) en el origen de replicación. La DnaG interaccio- 
na con la helicasa DnaB para llevar cabo esta reacción y 
el cebador es sintetizado en dirección opuesta a la del 
movimiento de la helicasa DnaB. En efecto, la helicasa 
DnaB se desplaza a lo largo de la hebra que se convierte 
en la hebra rezagada durante la síntesis del DNA; sin 
embargo, el primer cebador depositado en la primera 
interacción DnaG-DnaB sirve para cebar la síntesis de la 
hebra conductora en dirección opuesta. Los desoxirri- 
bonucleótidos son añadidos a este cebador por un com- 
plejo de DNA polimerasa III unida a la helicasa DnaB 
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FIGURA 25-12 Síntesis de fragmentos de 
Okazaki. (a) A intervalos, la primasa sintetiza 
un cebador de RNA para un nuevo tragmento 
de Okazaki. Obsérvese que si suponemos que 
las dos hebras molde están dispuestas una al 
lado de la otra, la sintesis de la hebra rezagada 
transcurre er dirección apuesta al movimiento 
de la horquilla. (b) Cada cebador es alargado 
por la DNA polimerasa lIi. (c) La síntesis de 
DNA continúa hasta que el fragmento se 
Pa extiende hasta el cebador de! fragmento de 
Okazaki anterior. Se sintetiza un nuevo cebador 
cerca de la horquilla de replicación para empe- 
zar de nuevo el proceso. (d) Cada holoenzima 
de DNA polimerasa ¡lí presenta 3 conjuntos de 
subunidades núcleo, así umo o dos fragmentos 
Okazaki pueden ser sintetizados simuitánea- 
mente, a lo largo de la hebra conductora. 


anclada en la hebra opuesta. Una vez iniciada, la síntesis 
de la hebra conductora transcurre de manera continua, 
al mismo ritmo que el desenrollamiento del DNA en la 
horquilla de replicación. 

La síntesis de la hebra rezagada, como ya hemos 
indicado, se realiza a trozos de corta longitud, los frag- 
mentos de Okazaki (Fig. 25-12a). Primero, la primasa 
sintetiza un cehador de RNA y, como en la síntesis de la 
hebra conductora, la DNA polimerasa III se une al ceba- 
dor de RNA y añade desoxirribonucleótidos (Fig. 25-12b). 
Hasta aquí, la síntesis de los fragmentos de Okazaki pare- 
ce sencilla, pero en realidad es muy compleja. La comple- 
jidad reside en la coordinación de la síntesis de la hebra 
conductora y de la hebra rezagada. Ambas hebras son 
producidas por un único dímero asimétrico de DNA poli- 
merasa II. Para ello la hebra rezagada forma un lazo, tal 
como se muestra en la Figura 25-13, que aproxima los 
dos puntos de polimerización. 

La síntesis de los fragmentos de Okazaki en la hebra 
rezagada pone en juego complejas actividades enzimáti- 
cas. La helicasa DnaB y la primasa DnaG constituyen una 
unidad funcional dentro del complejo de replicación, 
denominado primosoma. La DNA polimerasa lll usa un 
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TABLA 25-4 Proteinas del replisoma de £. cofi 


Hebra rezagada 


FIGURA 25-13 Sintesis del DNA en las hebras conductora y reza- 
gada. Las reacciones en ta horquilla de replicación están coordinadas por 
un único dimero de DNA polimerasa Ili, integrado en un complejo con la 
heficasa DnaB. Esta figura representa el proceso de replicación ya en 
curso (las partes (a) a (e) se describen en el texto). La hebra rezagada 
forma un lazo para que la síntesis de DNA progrese uniformemente en 
ambas hebras, conductora y rezagada, al mismo tiempo. Las flechas 
rojas indican el extremo 3" de las dos hebras nuevas y la dirección de la 
síntesis de DNA. Las flechas negras muestran la dirección del movi- 
miento del DNA parental a través del complejo. Un fragmento de Oka- 
zaki está siendo sintetizado en la hebra rezagada. Los colores de las 
subunidades y las funciones del complejo de carga de la abrazadera se 
describen en la Figura 25-14. 
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juego de subunidades núcleo (la polimerasa núcleo) para 
la síntesis continua de la hebra conductora, mientras que 
el otro juego de subunidades núcleo circula entre un 
fragmento de Okazaki y el siguiente sobre el bucie forma- 
do por la hebra rezagada. In vitro, el holoenzima de la 
DNA polimerasa III con únicamente dos juegos de subu- 
nidades núcleo pueden sintetizar ambas hebras la con- 
ductora y la rezagada. Sin embargo, un tercer juego de 
subunidades incrementa la eficiencia de síntesis de la 
rezagada así como la procesividad del replisoma global. 

La helicasa DnaB, unida por delante de la DNA poli- 
merasa II, desenrolla el DNA en la horquilla de replica- 
ción (Fig. 25-13a) a medida que viaja a lo largo de la 
hebra rezagada en dirección 5'— 3”. La primasa DnaG 
se asocia ocasionalmente con la helicasa DnaB y sinteti- 
za un corto cebador de RNA (Fig. 25-13b). Una nueva 
abrazadera deslizante B es entonces posicionada en el 
cebador por el complejo de carga de la abrazadera de la 
DNA polimerasa III (Fig. 25-13c). Cuand dos ; 
tado la síntesis de un fragmento de Ok àl 
ción se detiene y las subunidades núste4 
polimerasa III se disocian de su mitá deslizante f 
(y del fragmento de Okazaki completado) y se asocian 
con la siguiente abrazadera (Fig. 25-13d, e). Ello inicia 
la síntesis de un nuevo fragmento de Okazaki. Dos jue- 
gos de subunidades núcleo pueden estar implicadas en 
la síntesis de los dos fragmentos de Okazaki diferentes 
al mismo tiempo. En la Tabla 25-4 se enumeran las pro- 
teínas que actúan en la horquilla de replicación. 

El complejo de carga de la abrazadera de la DNA 
polimerasa III, consistente en parte de las dos subunida- 
des 7, junto con las subunidades y, 6 y 6”, también es una 
AAA + ATPasa. Este complejo se une al ATP y a la 
nueva abrazadera f deslizante. La unión genera tensión 
en la abrazadera dimérica, lo que provoca la apertura 
del anillo en la interfase de una de las subunidades 
(Fig. 25-14). La hebra rezagada recién cebada se des- 
liza al interior del anillo a través de la discontinuidad 
resultante. A continuación, el cargador de la abrazadera 
hidroliza ATP, liberando la abrazadera deslizante $ que 
se cierra alrededor del DNA. 

El replisoma verifica una rápida síntesis de DNA a 
un ritmo de unos -1000 a 2000 nucleótidos por segundo 
en cada hebra (conductora y rezagada). Una vez ha fina- 
lizado la síntesis de un fragmento de Okazaki, su cebador 
de RNA es eliminado por la DNA polimerasa I o la RNasa 
H1, y reemplazado con DNA por la polimerasa; la mella 
remanente es sellada por la DNA ligasa (Fig. 25-15). 

La DNA ligasa cataliza la formación de un enlace 
fosfodiéster entre un 3” hidroxilo, al final de una hebra 
de DNA y un 5' fosfato al final de otra cadena. El fosfato 
debe ser activado por adenilación. Las DNA ligasas ais- 
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FIGURA 25-14 El cargador de la abrazadera de la 
DNA polimerasa ll. Las cinco subunidades de! com- 
plejo de carga de la abrazadera (y ) son las subuni- 
dades, ô y 5' y el dominio amino terminal de cada 
subunidad T (véase la Fig. 25-9). El complejo se une 
a tres moléculas de ATP y a una abrazadera B dimé- 
rica. La unión fuerza la apertura de la abrazadera f3 
en una de las interfases entre sus subunidades. La 
hidrólisis del ATP unido permite de nuevo el cierre de 
la abrazadera $ alrededor del DNA, 


ladas de virus y eucariotas utilizan ATP con este fin. Las 
DNA ligasas bacterianas utilizan NAD*, un cofactor que 
normalmente se usa en las reacciones de transferencia 
de hidruro (véase la Fig. 13-24) como fuente del grupo 
activador AMP (Fig. 25-16). La DNA ligasa es otro 
enzima del metabolismo del DNA que se ha convertido 
en un importante reactivo en los experimentos de DNA 
recombinante (véase la Fig. 9-1). 


Terminación Finalmente, las dos horquillas de replica- 
ción del cromosoma circular de E. coli se encuentran en 
una región terminal que contiene múltiples copias de 
una secuencia de 20 pb denominada Ter (Fig. 25-17). 
Las secuencias Ter actúan en el cromosoma como una 
especie de trampa donde una horquilla de replicación 
puede entrar pero no salir. Las secuencias Ter son sitios 
de unión para una proteína denominada Tus (por sus- 
tancia de utilización del terminal). El complejo Tus-Ter 
puede detener una horquilla de replicación desde una 


a A pi Sólo actúa un único complejo Tus-Ter por 
Y ANA plicación, el primero con que topa una u otra 


horquilla de replicación. Dado que las horquillas de repli- 
cación que se mueven en direcciones opuestas se detie- 
nen al encontrarse, las secuencias Ter no parecen esen- 
ciales, pero es posible que sirvan para evitar la sobrerre- 
plicación por una de las horquillas de replicación, en al 
caso de que la otra se haya retrasado o detenido a causa 
de daños en el DNA o por algún otro obstáculo. 

Así pues, cuando una u otra horquilla de replicación 
topa con un complejo funcional Tus-Ter se detiene; la 
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FIGURA 25-15 Etapas finales de la síntesis de los segmentos de la 
hebra rezagada. Los cebadores de RNA de la hebra rezagada son elimi- 
nados por la actividad exonucleasa 5'—3' de la DNA polimerasa |, 
siendo reemplazados con DNA por el mismo enzima. La mella restante 
es sellada por la DNA ligasa. El papel del ATP o del NAD" se muestra en 
la Fig. 25-16. 
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FIGURA 25-16 Mecanismo de reacción de la DNA ligasa. En 
cada uno de los tres pasos se forma un enlace fosfodiéster a 


expensas de otro, Los pasos @ y OH activan el fosfato en 5' de la 
mella. Primeramente, se transfiere un grupo ÁMP a un residuo Lys 
Il del enzima y, a continuación, al fosfato 5' de la mella. En el paso 
R-o—P— ofiii- Aa] O. el grupo 3'-hidroxito ataca este fosfato, desplazando AMP y 
O) Adenilación 07 formando un enlace fosfodiéster para sellar la mella. En la reacción 
de la DNA ligasa AMP desde ATP (R= PP, de la DNA ligasa de £. coli, el AMP proviene del NAD”. Las DNA 
orNAD” (R= NMN) ligasas aisiadas de otras fuentes viricas y eucarióticas utilizan ATP 
en lugar de NAD" y liberan pirofosfato en lugar de nicotinamida 
PP (desde ATP) mononucleótido (NMN) en el paso BB). 
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otra horquilla se detiene cuando encuentra la primera 
horquilla (ya detenida). Los pocos cente 5 
de bases finales entre estos grandes comple e 
cos se replican a continuación (mediante un mecanismo 
todavía desconocido). El resultado final son dos cromo- 
somas circulares ligados en el espacio (encadenados) 
(Figura 25-18). Los círculos de DNA unidos de este 
modo se denominan catenanos. La separación de los 
círculos encadenados en E. colt requiere topoisomerasa 
IV (una topoisomerasa de tipo II). Los cromosomas 
separados se segregan entre las células hijas en la divi- 
sión celular. La fase terminal de la replicación de otros 
cromosomas circulares, incluidos muchos virus de DNA 
que infectan células eucarióticas, es similar. 
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FIGURA 25-17 Terminación de la replicación del cromosoma en E. 
coli. Las secuencias Ter (de TerA hasta Terf) se encuentran dispuestas 
en el cromosoma en dos grupos con orientación opuesta. 


replicación en las células eucarióticas es similar 

leja 

moléc de DNA de las células eucarióticas son 
considerablemente mayores que las de las bacterias y 
están organizadas en estructuras nucleoproteicas com- 
plejas (cromatina; p. 972). Los rasgos esenciales de la 
replicación del DNA son los mismos en los eucariotas y 
en las bacterias y muchos de los complejos proteicos 
están funcional y estructuralmente conservados. No 
obstante, la replicación eucariótica está regulada y 
coordinada con el ciclo celular, lo cual introduce algu- 
nas complejidades adicionales. 

Los orígenes de replicación tienen una estructura 
bien caracterizada en algunos eucariotas inferiores, pero 
están mucho menos definidos en los eucariotas superio- 
res. En los vertebrados, diversas secuencias ricas en A=T 
pueden usarse en el inicio de la replicación, y los sitios 
pueden variar de una división celular a otra. La levadura 
(Saccharomyces cerevisiae) tiene orígenes de replica- 
ción definidos, denominados secuencias de replicación 
autónoma (ARS) o replicadores. Los replicadores de 
levadura abarcan unos 150 pb y contienen varias secuen- 
cias esenciales conservadas, En el genoma haploide de 
levadura se encuentran unos 400 replicadores repartidos 
en los 16 cromosomas del genoma haploide. 

La regulación asegura que todo el DNA celular sólo 
se replica una vez por ciclo. Esta regulación depende en 
gran parte de proteínas denominadas ciclinas y de las 
quinasas dependientes de ciclinas (CDK) con las cuales 
forman complejos. Las ciclinas se destruyen rápidamen- 
te por proteólisis dependiente de ubiquitina al final de 
la fase M (mitosis), y la ausencia de ciclinas permite la 
formación de complejos prerreplicativos (pre-RC) 
en los sitios de iniciación de la replicación. En las célu- 
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FIGURA 25-18 Papel de las topoisomerasas 
replicación. La replicación del DNA entre las hor repli 
opuestas deja los cromosomas recién completados encadenados, es 
decir, círculos ligados topológicamente. Los círculos no están unidas 
covalentemente, pero no pueden separarse porque están entrelazados y 
cerrados covalentemente. La separación de los círculos encadenados 
requiere la acción de las topoisomerasas. En E. coli, uma topoisomerasa 
de tipo Il, Hamada topoisomerasa IY, tiene el papel principal en la sepa- 
ración de los cromosomas encadenados; corta transitoriamente las dos 
hebras de DNA de uno de los cromosomas, permitiendo que el otro cro- 
mosoma pase a través de la brecha. 


las en rápido crecimiento, los pre-RC se forman al final 
de la fase M. En las células de crecimiento lento no se 
forman hasta el final de G1. La formación de los pre-RC 
hace que la célula sea competente para la replicación, 
hecho a veces denominado autorización. 

Como en las bacterias, el acontecimiento clave del 
inicio de la replicación en todos los eucariotas es la carga 
de la helicasa replicativa, un complejo heterohexamérico 
de proteínas de mantenimiento del minicromoso- 
ma (MCM) (de MCM2 a MCM7). La helicasa MCM2-7 
tiene forma de anillo y funciona de forma similar a la 
helicasa DnaB bacteriana, aunque es translocada 3'— 5' 
a lo largo de la cadena molde conductora. Se asocia al 
DNA mediante otro complejo de seis proteínas denomi- 
nado ORC (complejo de reconocimiento del ori- 
gen) (Fig. 25-19). El ORC tiene cinco dominios AAA + 
ATPasa en sus subunidades y es funcionalmente análogo 
a la DnaA bacteriana. Otras dos proteínas, CDC6 (ciclo 
de división celular) y CDT1 (transcrito 1 dependiente de 
CDC10), son necesarias para cargar el complejo MCM2- 
7. La CDC6 de levadura es otra AAA + ATPasa. 
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FIGURA 25-19 Formación de un complejo prereplicativo en un origen 
de replicación eucariótico. Las proteínas ORC, CDC6 y CDT1 se unen al 
sitio de inicio (origen). Estas proteínas, muchas de ellas AAA + ATPasas, 
inducen la carga de la helicasa replicativa, MCM2-7, en una reacción 
análoga a la carga de la helicasa bacteriana DnaB por la proteína DnaC. 
La carga del complejo MCM de la helicasa en el DNA forma e! complejo 
prerreplicativo, o preRC, que es el paso determinante del inicio de la 
replicación. [Fuente: Información de U. Sivaprasad et al. en DNA Repli- 
cation and Human Disease (M. L DePamphilis, ed.) p. 141, Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, 2006] 


El compromiso hacia la replicación requiere la sín- 
tesis y la actividad de complejos de ciclina-CDK en la 
fase S (tales como el complejo E-CDK2; véase la Fig. 
12-46) y CDC7-DBF-4. Ambos tipos de complejos con- 
tribuyen a la activación de la replicación, uniéndose y 
fosforilando varias proteínas en el pre-RC. Otras ciclinas 
y CDK inhiben la formación de más complejos pre-RC 
una vez ha comenzado la replicación. Por ejemplo, La 
CDK2 se une a la ciclina A cuando los niveles de ciclina 
E disminuyen durante la fase S, inhibiendo de esta 
manera la CDK2 con lo que se impide la formación de 
nuevos complejos pre-RC. 

La velocidad de desplazamiento de la horquilla de 
replicación en los eucariotas (unos 50 nucleótidos/ 
segundo) es sólo una vigésima parte de la observada en 
E. coli. A esta velocidad, la replicación de un cromoso- 
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ma humano de tamaño medio que avanzara a partir de 
un solo origen tardaría más de 500 horas. La replicación 
de los cromosomas humanos de hecho tiene lugar bidi- 
reccionalmente a partir de múltiples orígenes situados 
entre 30 y 300 kpb uno de otro. Los cromosomas euca- 
rióticos son casi siempre mucho mayores que los cro- 
mosomas bacterianos; la presencia de múltiples oríge- 
nes es, pues, probablemente, una característica general 
de las células eucarióticas. 

Al igual que en las bacterias, en las células eucarió- 
ticas hay varios tipos de DNA polimerasas. Algunas se 
han asociado a funciones especiales tales como la repli- 
cación del DNA mitocondrial. En la replicación de los 
cromosomas nucleares intervienen principalmente tres 
DNA polimerasa formadas por múltples subunidades. 
La altamente procesiva DNA polimerasa e sintetiza la 
hebra conductora, y la DNA polimerasa ó sintetiza la 
hebra rezagada. Ambos enzimas tienen actividad exo- 
nucleasa 3— p correctora de pruebas. La DNA poli- 
merasa a una DNA polimerasa/primasa, sintetiza los 
cebadores de RNA y también los extiende por aproxi- 
madamente 10 nucleótidos de DNA. Una de las subuni- 
dades de la DNA polimerasa a tiene actividad primasa 
y la subunidad mayor (M_ -180.000) contiene la activi- 
dad polimerizante. Sin embargo, esta polimerasa care- 
ce de actividad exonucleasa 3'— 5' correctora de prue- 
bas, lo que la hace inadecuada para la síntesis fiel de 
DNA. 

La DNA polimerasa e y ĝ están asociadas con y 
simultáneamente al antígeno nuclear de proliferación 
celular (PCNA; M_29.000), que es una protéin 
encuentra en grandes cantidades en el núdeg/(de'2: 
células en proliferación. La estructura tridimensione 
del PCNA es sorprendentemente parecida a la de la 
subunidad f de la DNA polimerasa II de E. coli (véase 
Fig. 25-9b), aunque la homología de secuencia prima- 
ria no sea evidente. La función de PCNA es similar a la 
de la subunidad 3, pues forma una abrazadera circular 
que potencia mucho la procesividad de las dos polime- 
rasas. 

En la replicación del DNA eucariótico también 
actúan otros dos complejos proteicos. La RPA (Proteína 
de replicación A) es una proteína eucariótica de unión 
a DNA de cadena sencilla, equivalente funcionalmente a 
la proteína SSB de £. coli. El RFC (factor de replicación 
C) es un cargador de abrazadera para PCNA que facilita 
la formación de complejos de replicación activos. Las 
subunidades del complejo RFC tienen una similitud de 
secuencia significativa con las subunidades con el com- 
plejo bacteriano (y) de carga de la abrazadera. 

La terminación de la replicación de los cromosomas 
eucarióticos lineales requiere la síntesis de unas estruc- 
turas especiales denominadas telómeros en los extre- 
mos del cromosoma, que serán estudiadas en el siguien- 
te capítulo. 


Las DNA polimerasas víricas son dianas 

de las terapias antivíricas 

y Muchos virus de DNA codifican sus propias DNA 
polimerasas, algunas de las cuales son dianas 
farmacológicas. Por ejemplo, la DNA polimerasa del 


virus hérpex simple es inhibida por el aciclovir, un com- 
puesto desarrollado por Gertrude Elion y George Hit- 


chings. El aciclovir consiste en una guanina unida a un 
anillo incompleto de ribosa. 


Los 


Aciclovir 


Se fosforila por una timidina quinasa codificada por 
el virus; el aciclovir se une al enzima vírico con una afi- 
nidad 200 veces mayor que a la timidina quinasa celular. 
Ello garantiza que la fosforilación tenga lugar principal- 
mente en las células infectadas por el virus. Las quina- 
sas celulares convierten el aciclo-GMP resultante en 
aciclo-GTP, que es a la vez sustrato e inhihidor de las 
DNA polimerasas; el aciclo-GTP inhibe competitiva- 
mente la DNA polimerasa del hérpex más fuertemente 
que a las DNA polimerasas celulares. Al carecer de un 3' 
hidroxilo, el aciclo-GTP también actúa de terminador de 
la cadena cuando se incorpora al DNA. La replicación 
del virus es, pues, inhibida en diferentes etapas. Y 


RESUMEN 25.1 Replicación del DNA 


© La replicación del DNA tiene lugar con gran fideli- 
dad en un momento definido del ciclo celular. La repli- 
cación es semiconservadora, cada hebra actúa de molde 
para una nueva hebra hija. Tiene lugar en tres fases 
ríectamente diferenciables: iniciación, elongación y 


b 


te. 

E El DNA es sintetizado en dirección 5 — 3” por las 
DNA polimerasas. En la horquilla de replicación, la 
hebra conductora se sintetiza continuamente en la 
misma dirección que el movimiento de la horquilla de 
replicación; la hebra rezagada se sintetiza de forma dis- 
continua en fragmentos de Okazaki, que son posterior- 
mente unidos. 

© La fidelidad de la replicación del DNA depende de 
(1) la selección de bases por la polimerasa, (2) una 
actividad exonucleasa 3"— 5 correctora de pruebas que 
forma parte de la mayoría de polimerasas y (3) mecanis- 
mos específicos de reparación para los desapareamien- 
tos dejados atrás por la replicación. 

E La mayoría de células tienen varias DNA polimera- 
sas. En £. coli, la DNA polimerasa HI es el enzima de 
replicación principal. La DNA polimerasa I es responsa- 
ble de funciones especiales durante la replicación, la 
recombinación y la reparación. 

MM Las fases separadas de iniciación, elongación y ter- 
minación de la replicación del DNA ponen en juego un 
conjunto de enzimas y factores proteicos, muchos de los 
cuales pertenecen a la familia de la AAA + ATPasa. 

Mi Las principales DNA polimerasas replicativas de los 
eucariotas son la DNA polimerasa e y 8. La DNA polime- 
rasa a sirve para sintetizar cebadores. 


25.2 Reparación del DNA 


La mayoría de células sólo tienen una o dos copias de 
DNA genómico. Las proteínas y las moléculas de RNA 


dañadas pueden ser reemplazadas rápidamente utili- 
zando información codificada en el DNA; en cambio, las 
propias moléculas de DNA son irreemplazables. El man- 
tenimiento de la integridad de la información contenida 
en el DNA es, por tanto, un imperativo celular, al que 
responde un elaborado conjunto de sistemas de repara- 
ción del DNA. El DNA puede resultar dañado por diver- 
sos procesos, algunos espontáneos, otros catalizados 
por agentes ambientales (Capítulo 8). La propia replica- 
ción puede, ocasionalmente, dañar la información gené- 
tica al dejar, por error, bases mal apareadas (tal como G 
apareada con T). 

La química de las lesiones del DNA es compleja y 
diversa. La respuesta celular a las lesiones consiste en 
una amplia gama de sisternas enzimáticos que catalizan 
algunas de las transformaciones químicas más intere- 
santes del metabolismo del DNA. En primer lugar exa- 
minaremos los efectos de las alteraciones en la secuen- 
cia del DNA y a continuación describiremos algunos 
sistemas de reparación específicos. 


Las mutaciones están relacionadas con el cáncer 


La mejor manera de ilustrar la importancia de la 
reparación del DNA es considerar los efectos de 
una lesión del DNA no reparada. La consecuencia más 
importante es un cambio en la secuencia de bases del 
DNA que, si se replica y transmite a las generaciones 
futuras, se hace permanente. Un cambio permanente 
de la secuencia de nucleótidos del DNA se denomina 
mutación. Las mutaciones pueden consistir en la 
titución de un par de bases por otró(( i 
sustitución) o la adición o eliminació 
pares de bases (mutaciones por inserción y deleción). 
Si la mutación afecta a DNA no esencial o si tiene un 
efecto inapreciable en la función de un gen, se denomi- 
na mutación silenciosa. Las mutaciones raramente 
confieren ventajas biológicas. No obstante, la mayoría 
de las mutaciones no silenciosas son neutras o deleté- 
reas. 

En los mamíferos hay una estrecha correlación 
entre la acumulación de mutaciones y el cáncer. Un 
sencillo ensayo desarrollado por Bruce Ames mide el 
potencial de un determinado compuesto químico para 
producir mutaciones fácilmente detectables en una 
cepa bacteriana especializada (Fig. 25-20). Pocos de 
los productos químicos con que estamos en contacto 
habitualmente aparecen como mutagénicos en esta 
prueba. Sin embargo, de los compuestos reconocidos 
como carcinogénicos en pruebas exhaustivas en anima- 
les, ás del 90% son también mutagénicos en la prueba 
de Ames. Debido a esta importante correlación entre 
mutagénesis y carcinogénesis, la prueba de Ames para 
mutágerios bacterianos se utiliza ampliamente como 
forma de rastreo rápida y barata de potenciales carcinó- 
genos humanos. 

El genoma de una célula típica de mamífero acumu- 
la muchos millares de lesiones en un período de 24 
horas. No obstante, gracias a la reparación del DNA, 
menos de una lesión de cada 1000 se transforma en una 
mutación. El DNA es una molécula relativamente esta- 
ble, pero sin sistemas de reparación, el efecto acumula- 
tivo de muchas reacciones poco frecuentes pero dañi- 
nas haría que la vida no fuese posible. Y 
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FIGURA 25-20 Prueba de Ames para carcinógenos basada en su 
mutagenicidad. 5e siembran células de una cepa de Salmonella typhimu- 
rium con una mutación que inactiva un enzima de la ruta biosintética de 
la histidina en un medio de cultivo sin histidina, Crecen pocas células. (a) 
Las pequeñas y escasas colonias de 5. typhimurium que crecen en un 
medio sin histidina poseen retromutaciones espontáneas que permiten 
que funcione la ruta biosíntetica de la histidina. Se inoculan tres placas 
con el mismo medio de cultivo (b), (c) y (d) con un número igual de 
células. 5e coloca en cada placa un disco de papel de filtro que contiene 
concentraciones progresivamente decrecientes de un mutágeno. El mutá- 
geno aumenta considerablemente la tasa de retromutación y, en conse- 


ATIAN. de colonias. Las áreas claras alrededor del papel de 
n que allí ia concentración de mutágeno es tan elevada que 


es letal para las células. A medida que el mutágeno difunde desde el 
papel de fiítro, se diluye hasta concentraciones subletales que inducen la 
retromutación. Las mutágenos pueden compararse por su efecto sobre la 
tasa de mutación, Debido a que muchos compuestos experimentan una 
serie de transformaciones químicas cuando penetran en las células, a 
veces se prueba la mutagenicidad de los compuestos después de incu- 
barlos con un extracto de higado. Algunos compuestos son mutagénicos 
sólo después de este tratamiento. [Fuente: Bruce N. Ames, University of 
California, Berkeley, Department of Biochemistry and Molecular Biology] 


Todas las células tienen múltiples sistemas 
de reparación del DNA 


El número y diversidad de los sistemas de reparación 
refleja a la vez la importancia de la reparación del DNA 
para la supervivencia de la célula y la variedad de causas 
que originan las lesiones en el DNA (Tabla 25-5). Algu- 
nos tipos de lesiones comunes, tales como los dímeros 
de pirimidina (véase la Fig. 8-31), pueden ser reparados 
por varios sistemas diferentes. Muchos procesos de 
reparación del DNA son extraordinariamente ineficaces 
en términos energéticos, en franco contraste con las 
rutas metabólicas, donde cada ATP se utiliza de manera 
óptima y justificada. Cuando está en juego la integridad 
de la información genética, la cantidad de energía quí- 
mica invertida en un proceso de reparación parece no 
tener importancia. 

La reparación del DNA es posible en gran parte 
debido a que la molécula de DNA consta de dos cadenas 
complementarias. La lesión del DNA en una cadena 
puede ser eliminada y reemplazada de forma precisa, 
usando de molde la cadena complementaria no dañada. 
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A 25-5 Tipos de sistemas de reparación 


del DNA en £. coli 


incorrectos en E. coli consta de al menos 12 componen- 
tes proteicos (Tabla 25-5), que funcionan en la discrimi- 
nación de las hebras o bien en el propio proceso de 


- Enzimas/proteinas Tipo de lesión | reparación. p aa 
E AEN TAR o E A El mecanismo de discriminación de las hebras de la 
Reparación de apareamientos incorectos | mayoría de bacterias y eucariotas es desconocido, pero 
Dam metilasa | se conoce bien en E. coli y algunas bacterias relaciona- 
, Proteínas MutH, MutL, MutS | das. En estas bacterias, la discriminación de hebra se 
DNA helicasa II | basa en la acción de la Dam metilasa, que, como se 
- SSB | 
DNA polimerasa IH Apareamientos | 
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| Exonucleasa VII 
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| Exonucleasa X replicación 
| DNA ligasa 
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A continuación, consideraremos los tipos principales de 
sistemas de reparación, empezando con aquellos que 
reparan ios escasos apareamientos incorrectos que que- 
dan después de la replicación. 


Reparación de apareamientos incorrectos La corrección 
de los raros apareamientos incorrectos después de la 
replicación en Æ. coli mejora la fidelidad global de la 
replicación en un factor de 10° a 10*. Los apareamientos 
incorrectos se corrigen casi siempre de acuerdo con la 
información contenida en la cadena molde; por ello el 
sistema ha de ser capaz de discriminar de algún modo 
entre la cadena molde y la recién sintetizada. La célula 
logra este objetivo marcando el DNA molde con grupos 
metilo para distinguirlo de las cadenas nuevas recién 
sintetizadas. El sistema de reparación de apareamientos 


FIGURA 25-21 Metilación y reparación de apareamientos incorrec- 
tos. La metilación de cadenas de DNA puede servir para distinguir las 
hebras parentales (moide) de las hebras recién sintetizadas en el DNA 
de E. coli capacidad imprescindible para la reparación de apareamientos 
incorrectos (véase la Fig. 25-22). La metilación tiene lugar en el M* de 
las adeninas en las secuencias (5')GATC. Esta secuencia es un palin- 
dramo (véase la Fig. 8-18), presente en orientaciones opuestas sobre las 
dos cadenas. 


5 GATCE y 
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recordará, metila el DNA en la posición N* de todas las 
adeninas presentes en las secuencias (5) GATC. Inme- 
diatamente después del paso de la horquilla de replica- 
ción, hay un corto período de tiempo (unos pocos 
segundos o minutos), durante el cual la hebra molde 
está metilada mientras que la cadena recién sintetizada 
todavía no lo está (Fig. 25-21). El estado transitorio 
sin metilar de las secuencias GATC de la cadena recién 
sintetizada permite distinguir entre ésta y la hebra 
molde. Los apareamientos incorrectos en la vecindad de 
una secuencia GATC semimetilada se reparan seguida- 
mente de acuerdo con la información contenida en la 
hebra parental (molde) metilada. Si ambas hebras están 
metiladas son pocos los apareamientos incorrectos 
reparados, si ninguna de las dos hebras está rmnetilada, 
hay reparación, pero ninguna de las dos hebras está 
favorecida. Este sistema de reparación de apareamien- 
tos incorrectos dirigido por metilación repara correcta- 
mente los errores a una distancia de hasta 1.000 pb de 
una secuencia GATC semimetilada. 

¿De qué modo las secuencias GATC relativamente 
distantes dirigen el proceso de reparación de aparea- 
mientos incorrectos? En la Figura 25-22 se muestra un 
mecanismo. La proteína MutL forma un complejo con la 
proteína MutsS y el complejo se une a todos los pares de 
bases mal apareados (excepto C-C). La proteína MutH 
se une a la proteína MutL y a las secuencias GATC que 
haya encontrado el complejo MutL-MutS. El paso del 
DNA a ambos lados del apareamiento incorrecto a tra- 
vés del complejo MutL-MutS forma un lazo de DNA; 
paso simultáneo de ambos extremos at 
del complejo es equivalente al movimi 
en ambas direcciones a la vez a lo largo del DNA. Mu 
tiene una actividad endonucleasa con especificidad de 
secuencia, que se mantiene inactiva hasta que el com- 
plejo encuentra una secuencia GATC semimetilada. En 
estos sitios, MutH cataliza el corte de la cadena no meti- 
lada por el lado 5' de la G de GATC, que de este modo 
marca la hebra que ha de repararse. Los siguientes 
pasos de la ruta dependen del lugar donde esté situado 
el apareamiento incorrecto en relación con el sitio de 
corte (Fig. 25-23). 

Cuando el desapareamiento se encuentra en el lado 
5' del sitio de corte (Fig. 25-23, lado derecho), la hebra 
sin metilar se desenrrolla y degrada en dirección 3—5, 
a partir del sitio de corte hasta más allá del desaparea- 


miento, siendo después reemplazada por nuevo DNA. 


Este proceso requiere la acción combinada de DNA 
helicasa II (también llamada UvrD belicasa), SSB, exo- 
nucleasa IĮ o bien exonucleasa X (ambas degradan las 
hebras del DNA en dirección 3—57 o exonucleasa VII 
(degrada DNA monohebra en ambas direcciones), DNA 
polimerasa ll y DNA ligasa. La ruta para la reparación 
de apareamientos incorrectos en el lado 3' del sitio de 
corte es similar, excepto que la exonucleasa es la exo- 
nueleasa VII o la nucleasa RecJ (que degrada DNA 
monohebra en dirección 5—3). 

La reparación de apareamientos incorrectos es un 
proceso especialmente costoso en energía para E. coli, 
El apareamiento incorrecto puede estar a 1.000 pb o 
más de la secuencia GATC. La degradación y sustitución 
de un segmento de cadena de esta longitud representa 
una enorme inversión en precursores desoxinucleótidos 
activados para reparar un único apareamiento incorrec- 
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FIGURA 25-22 Modelo para las primeras etapas de la reparación de 
apareamientos incorrectos dirigida por metilación. Se han purificado 
las proteínas implicadas en este proceso en £. coli (véase la Tabla 25-5). 
El reconocimiento de ta secuencia (5GATC y del apareamiento inco- 
rrecto son funciones especializadas de las proteinas MutH y Mut5, res- 
pectivamente. La proteína MutL forma un complejo con MutS en el apa- 
reamiento incorrecto. El DNA se hace pasar a través de este comple'o, 
de manera que el complejo se mueve simultáneamente en ambas direc- 
ciones a lo largo del DNA hasta que encuentra una proteína MutH unida 
a una secuencia GATC sernimetilada. MutH corta ia hebra no metilada 
en el lado 5' de la G en esta secuencia. Un complejo formado por DNA 
helicase Il y una de entre varias exonucleasas degrada la hebra dei DNA 
no metilada a partir de este punto hacia el apareamiento incorrecto 
(véase la Fig. 25-23) [Fuente: Información de la figura proporcionada 
por Paul Modrich] 


to. Esto demuestra, una vez más, la importancia del 
mantenimiento de la integridad genómica de la célula. 
Todas las células eucarióticas tienen varias proteí- 
nas estructural y funcionalmente análogas a las proteí- 
nas bacterianas MutS y MutL (pero no MutH). Las alte- 
raciones en los genes humanos que codifican proteínas 
de este tipo provocan algunos de los síndromes heredi- 
tarios de susceptibilidad al cáncer más comunes (véase 
el Recuadro 25-1; p. 1015), lo cual constituye una prue- 
ba más de la importancia de los sistemas de reparación 
de DNA para el organismo. Las principales proteínas 
homólogas de MutS en la mayoría de eucariotas, de las 
levaduras a los humanos, son MSH2 (homóloga de 
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FIGURA 25-23 Finalización de la reparación de apareamientos inco- 
rrectos dirigida por metilación. La acción combinada de la DNA heli- 
casa lí, ia SSB y una de entre cuatro exonucleasas diferentes elimina un 
segmento de la hebra nueva entre el sitio de corte de MutH y un punto 


0 
MutS), MSH3 y MSH6. Los heterodímeros 2 


MSH6 se unen generalmente a desapareamientos inco- 
rrectos de un solo par de bases y con menor afinidad a 
lazos desapareados algo mayores. En muchos organis- 
mos, los desapareamientos más largos (de 2 a 6 pb) 
pueden unirse, en cambio, a un heterodímero de MSH2 
y MSH3 o por ambos tipos de heterodímero en tándem. 
Los homólogos de MutL, principalmente un heterodíme- 
ro de MLH1 (homólogo de MutL) y PMS1 (segregación 
post meiótica), se unen y estabilizan a los complejos 
MSH. Están aún por descubrir muchos detalles de los 
sucesos posteriores de la reparación de apareamientos 
incorrectos en los eucariotas. En particular, desconoce- 
mos el mecanismo de identificación de las hebras de 
DNA recién sintetizadas, aunque sabemos que esta iden- 
tificación de hebras no utiliza secuencias GATC. 


justo más allá del apareamiento incorrecto. La exonucleasa utilizada N 
TN 


Reparación por escisión de base Todas las células contie- 
nen una clase de enzimas denominados DNA glucosi- 
lasas, que reconocen lesiones del DNA muy frecuentes 
(tales como los productos de desaminación de la citosi- 
na y la adenina; véase la Fig. 8-30a) y eliminan la base 
afectada rompiendo el enlace N-glucosilo. El corte crea 
sitios apurínicos o apirimidínicos en el DNA, normal- 
mente conocidos como sitios sitios AP o abásicos. 
Generalmente, cada DNA pglucosilasa es específica para 
un tipo de lesión. 

Las uracilo DNA glucosilasas, por ejemplo, encon- 
tradas en la mayoría de células, eliminan específicamen- 
te del DNA el uracilo resultante de la desaminación 
espontánea de la citosina. Las células mutantes que 
carecen de este enzima tienen una elevada tasa de 
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depende de la localización del sitio de corte en relación con el aparea- 
miento incorrecto tal como se indica mediante las rutas alternativas 
mostradas. El hueco resultante es rellenado (línea de trazos) por la DNA 
polimerasa lil y la mella sellada por la DNA ligasa (no mostrado). 


LO N G=C a A=T. Esta glucosilasa no elimina 
el uracilo del RNA o los residuos de timina del DNA. La 
capacidad de distinguir la timina del producto de desa- 
minación de la citosina (uracilo), que es necesaria para 
la reparación de esta última, puede ser una razón que 
explique por qué el DNA evolucionó hacia la timina en 
lugar de uracilo. 

La mayoría de bacterias tienen un solo tipo de ura- 
cilo DNA glucosilasa, mientras que los humanos tienen al 
menos cuatro tipos con diferentes especificidades, indi- 
cio de la importancia de la eliminación del uracilo del 
DNA. La uracilo glucosilasa humana más abundante, la 
UNG, se asocia con el replisoma humano, donde elimina 
los residuos de U que ocasionalmente se insertan en 
lugar de la T durante la replicación. La desaminación de 
los residuos de C es 100 veces más rápida en DNA de 
cadena sencilla que en DNA de cadena doble, y los 
humanos poseen el enzima hSMUG1, que elimina cual- 
quier residuo de U que se encuentre en DNA de cadena 
sencilla durante la replicación o la transcripción. Otras 
dos DNA glucosilasas humanas, TDG y MBDA, eliminan 
residuos de U o T apareados con G, generados por desa- 
minación de citosina o 5-metilcitosina, respectivamente. 

Otras DNA glucosilasas reconocen y eliminan diver- 
sas bases dañadas, tales como la formamidopirimidina y 
la 8-hidroxiguanina (ambas procedentes de la oxidación 
de las purinas), la hipoxantina (producto de la desami- 
nación de la adenina) y bases alquiladas, tales como la 
3-metiladenina y la 7-metilguanina. En algunos organis- 
mos también se han identificado glucosilasas que reco- 
nocen otras lesiones, entre ellas los dímeros de pirimi- 
dina. Recuérdese que los sitios AP también aparecen 
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como consecuencia de la lenta hidrólisis espontánea de 
los enlaces N-glucosilo del DNA (véase la Fig. 8-29b). 

- Una vez formado un sitio AP por acción de una DNA 
glucosilasa, otro tipo de enzima ha de repararlo. La repa- 
ración no se realiza simplemente insertando una nueva 
base y reestableciendo el enlace N-glucosilo. En su 
lugar, la desoxirribosa 5'-fosfato restante es eliminada y 
reemplazada por un nuevo nucleótido. Este proceso 
empieza con enzimas denominados AP endonucleasas, 
que cortan la cadena de DNA que contiene el sitio AP. La 
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FIGURA 25-24 Reparación mediante la ruta de escisión de bases. 
O) Una DNA glucosilasa reconoce una base dañada (en este caso un ura- 
cilo) y corta entre la base y la desoxirribosa de la cadena azúcar-fosfato. 
@ Una AP endonucleasa corta la cadena fosfodiéster cerca del sitio AP. 
O La DNA polimerasa ! inicia la síntesis de reparación desde el 3' 
hidroxilo de la mella, eliminando y reemplazando una porción de la hebra 
dañada (con su actividad exonucleasa 5'—3). @ La mella que queda 
después de disociarse la DNA polimerasa i es sellada por ia DNA ligasa. 


posición de la incisión en relación con el sitio AP (F o 3 
respecto al sitio) varía según el tipo de AP endonucleasa. 
A continuación, se elimina un segmento de DNA que 
contiene el sitio AP, el DNA es reemplazado por la DNA 
polimerasa I y la mella restante es sellada por la DNA 
ligasa (Fig. 25-24). En los eucariotas, la sustitución de 
los nucleótidos corre a cargo de polimerasas especializa- 
das, tal como se describe a continuación. 


Reparación por escisión de nucleótido Las lesiones que 
producen grandes distorsiones en la estructura helicoi- 
dal del DNA se reparan, generalmente, mediante el 
sistema de escisión de nucleótido, una vía de repara- 
ción esencial para la supervivencia de todos los orga- 
nismos de vida libre. En la reparación por escisión de 
nucleótido (Fig. 25-25 ), un enzima multimérico (exci- 
nucleasas) hidroliza dos enlaces fosfodiéster, uno a 
cada lado de la distorsión provocada por la lesión. En 
E. coli y otras bacterias, el sistema enzimático hidroliza 
el quinto enlace fosfodiéster en el lado 3” y el octavo 
enlace fosfodiéster en el lado 5' para generar un frag- 
mento de 12 a 13 nucleótidos (según que la lesión 
una o a dos bases). En humanos y otros euca- 
, €l sistema enzimático hidroliza el sexto enlace 
fostodiéster en el lado 3' y el vigésimo segundo enlace 
fosfodiéster en el lado 5' para generar un fragmento de 
27 a 29 nucleótidos. El oligonucleótido limitado por las 
dos incisiones es liberado del dúplex y el hueco resul- 
tante rellenado por la DNA polimerasa I en E. coli y por 
la DNA polimerasa e en humanos. La mella es reparada 
por la DNA ligasa. 

En E. coli, el complejo enzimático clave es la ABC 
excinucleasa. Está formado por tres subunidades, UvrA 
(M, 104.000), UvrB (M, 78.000), y UvrC (M, 68.000). El 
término “excinucleasa” se utiliza para destacar la capa- 
cidad singular de este complejo enzimático para catalí- 
zar dos cortes endonucleolíticos específicos, que la dis- 
tingue de las endonucleasas estándar. Un complejo de 
las proteínas UvrA y UvrB (A,B) efectúa un barrido del 
DNA y se une al sitio de una lesión. A continuación, el 
dímero de UvrA se disocia, dejando UvrB fuertemente 
umida al DNA. La proteína UvrC se une entonces a UvrB, 
que realiza una escisión en el quinto enlace fosfodiéster 
en el lado 3' de la lesión. A continuación UvrC efectúa 
una escisión en el octavo enlace fosfodiéster en el lado 
5. El fragmento resultante de 12 o 13 nucleótidos es 
eliminado por la helicasa UvrD. El pequeño hueco así 
creado es rellenado por la DNA polimerasa I y la DNA 
ligasa. Esta ruta (Fig. 25-25, izquierda) es la vía princi- 
pal de reparación de muchos tipos de lesiones, inclu- 
yendo los dímeros ciclobutano de pirimidina, los foto- 
productos 6-4 (véase la Fig. 8-30) y varios tipos de 
derivados de las bases incluyendo la benzolaJpire- 
no-guanina, que se forma en el DNA por efecto de la 
exposición al humo de los cigarrillos. La actividad 
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Lesión del DNA 


W 


de nucleótidos es similar en todos los organismos. @ Una excinucleasa 
se une al DNA en el sitio donde hay una lesión de importancia y corta la 
hebra dañada a ambos lados de la lesión. @ El segmento de DNA, de 13 


nucleolítica de la ABC excinucleasa es novedosa por 
cuanto efectúa dos cortes en el DNA. 

El mecanismo de las excinucleasas eucarióticas es 
similar al del enzima bacteriano, aunque son necesarios 
16 polipéptidos, que no guardan ningún parecido con 
las subunidades de la excinucleasa de E. coli, para efec- 
tuar la doble escisión. Tal como se describe en el Capí- 
tulo 26, los mecanismos de reparación por escisión de 
base y por escisión de nucleótido están estrechamente 
asociados a la transcripción. Las deficiencias genéticas 
en la reparación por escisión en humanos dan lugar a 
varias enfermedades graves (véase el Recuadro 25-1). 


Reparación directa Varios tipos de lesiones se reparan 
sin eliminar una base o un nucleótido. El ejemplo mejor 
caracterizado es la fotorreactivación directa de los 
dímeros de pirimidina en ciclobutano, una reacción pro- 
movida por las DNA fotoliasas. Los dímeros de pirimi- 
dina son el producto de una reacción inducida por la luz 
UV y las fotoliasas utilizan energía procedente de la luz 
absorbida para invertir la lesión (Fig. 25-26). Las foto- 
liasas generalmente contienen dos cofactores que 
actúan de agentes de absorción de la luz o cromóforos. 
Uno de los cromóforos es siempre el FADH,. En E. coli 
y en levadura, el otro cromóforo es un folato. El meca- 
rismo de reacción conlleva la generación de radicales 
libres. Las DNA fotoliasas no se encuentra en las células 
de los mamiferos placentarios (incluidos los humanos). 


DNA polimerasa e 


DNA ligasa | Q 


e do por la DNA polimerasa y @ la mella restante es 


AUD 
ellada por la DNA ligasa. (Fuente: Información de la figura proporcio- 


mada por Aziz Sancar.] 


Pueden encontrarse otros ejemplos en la repara- 
ción de lesiones de nucleótidos por agentes alquilantes. 
cse forma en presencia de agentes alquilantes, y es una 
lesión común altamente mutagénica, pues tiende a apa- 
rearse con timina en lugar de citosina durante la repli- 
cación y, por tanto, genera mutaciones de G=C a A=T 
(Fig. 25-27). La O*-metilguanina-DNA metiltransfera- 
sa, proteína que cataliza la transferencia del grupo meti- 
lo de la O*-metilguanina a uno de sus propios residuos 
de Cys lleva a cabo la reparación directa de la O*-metil- 
guanina. Esta metiltransferasa no es propiamente un 
enzima, porque una única transferencia de metilo la 
metila permanentemente, inactivándola en esta ruta. El 
consumo de una molécula entera de proteína para 
corregir una sola base dañada constituye una muestra 
más de la importancia de mantener la integridad del 
DNA celular. 
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FIGURA MECANISMO 25-26 Reparación de dímeros de pirimidina 
con fotoliasa. La energía obtenida de la luz absorbida se utiliza para 
invertir la fotorreacción causante de la lesión. Los dos cromóforos de la 
fotoliasa de E. coli (M, 54.000), AP,N'%-meteniltetrahidrofolilpoligluta- 
mato (MTHFpoliGiu) y FADH- tienen funciones complementarias. MTH- 


Un mecanismo completamente distinto, pero igual- 
mente directo, se utiliza para reparar la 1-metiladenina 
y la 3-metilcitosina. Los grupos amino de los residuos de 
A y C se metilan ocasionalmente en el DNA de cadena 
sencilla y la metilación afecta directamente el correcto 
apareamiento de las bases. En E. coli, la proteína AIkB, 
miembro de la superfamilia de la a-cetoglutarato dioxi- 
genasa dependiente de Fe** (Fig. 25-28), participa en 
la desmetilación oxidativa de estos nucleótidos alquila- 
dos. (Véase el Recuadro 4-3 para una descripción de 
otro miembro de esta familia enzimática). 


La interacción de las horquillas de replicación con lesiones 
del DNA puede inducir síntesis de DNA propensa al error 
a través de la lesión 


Las rutas de reparación consideradas hasta este punto 
generalmente actúan únicamente sobre lesiones en 
DNA de doble cadena; por tanto, la hebra no dañada 
puede suministrar la información necesaria para resta- 
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FpotliG!'u actúa de fotoantena que absorbe los fotones de luz azul. La 
energía de excitación se transfiere al FADH y la flavina excitada 
(*FADH-} cede un electrón al dimero de pirimidina, provocando el reor- 
denamiento mostrado. 


blecer el estado original de la hebra dañada. Sin embar- 
go, en ciertos tipos de lesiones, tales como las roturas 
de doble cadena, los entrecruzamientos de doble cade- 
na, o las lesiones en el DNA de cadena sencilla, la hebra 
complementaria está ella misma dañada o no está dis- 
ponible. Las roturas de doble cadena y las lesiones en 
DNA de cadena sencilla aparecen generalmente cuan- 
do una horquilla de replicación topa con una lesión no 
reparada (Fig. 25-29). Este tipo de lesiones y los 
entrecruzamientos del DNA pueden aparecer también 
como resultado de radiaciones ionizantes y de reaccio- 
nes de oxidación. 

En una horquilla de replicación bloqueada hay dos 
posibilidades de reparación. A falta de una segunda 
hebra, la información requerida para una reparación 
precisa debe proceder de un cromosoma homólogo dis- 
tinto. El sistema de reparación es, pues, dependiente de 
la recombinación genética homóloga. La reparación del 
DNA por recomhinación se examina en detalle en la 
Sección 25.3. En determinadas condiciones se activa 
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FIGURA 25-27 Un ejemplo de cómo las lesiones del DNA provocan 
mutaciones. (a) El producto de metilación C%-metilguanina se aparea 
con la Limina y na con la citosina. (b) Si no se repara, esta situación 
conduce a una mutación de G=C a A=] después de la replicación, 


una nueva ruta de reparación, conocida como síntesis 
de DNA a través de lesiones propensa al error (a 
menudo abreviada como TLS). Cuando este mecanismo 
está activado, la reparación del DNA es mucho menos 
precisa, lo que redunda en una elevada tasa de muta- 
ción. En bacterias la reparación a través de lesiones 
propensa al error es parte de la respuesta celular al 
estrés causado por daños extensos en el DNA y se cono- 
ce, adecuadamente, como respuesta SOS. Algunas 


proteínas SOS, tales como la UvrA y la UvrB seritas 
(Tabla 25-6), normalmente están presentes 
pero son inducidas hasta mveles más altos durante la 


respuesta SOS. Otras proteínas SOS participan en la 
reparación propensa al error; entre ellas, las proteínas 
UmuC y UmuD (“Umu” de no mutable; la ausencia del 
gen que codifica para umu elimina la reparación pro- 
pensa al error). La proteína UmuD se corta de forma 
regulada por SOS dando una forma más corta, denomi- 
nada UmuD', que forma un complejo con la proteína 
UmuC y una proteína denominada RecA (descrita en la 
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Sección 25.3) y crea una DNA polimerasa especializada, 
DNA polimerasa V, que puede replicar a través de 
muchas lesiones que normalmente bloquean la replica- 
ción. El apareamiento correcto de las bases es a menu- 


Q; CO, FIGURA 25-28 Reparación directa de bases alquiladas por AIkB. La 
có o- ES o- proteína AlkB es una hidroxilasa dependiente de œ-cetoglutarato-Fe? 
| | (véase el Recuadro 4-3) Cataliza la desmetilación oxidativa de los resi- 
q CHa duos de 1-metiladenina y 3-metiicitosina. 
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do imposible en el lugar de tales lesiones, por lo que 
este tipo de replicación a través de lesiones es propenso 
al error. 

En vista del énfasis que se ha puesto en este capí- 
tulo sobre la mtegridad del genoma, un sistema que 
aumenta la tasa de mutación podría parecer incon- 
gruente. Sin embargo, es posible concebir este sistema 
como una estrategia desesperada. Los genes umuC y 
umubD se inducen plenamente sólo en la respuesta SOS 
tardía y no son activados para la síntesis a través de las 
lesiones por rotura por UmuD, a menos que los niveles 
de lesiones en el DNA sean especialmente altos y todas 
las horquillas de replicación estén bloqueadas. Las 
mutaciones resultantes de la replicación por la DNA 
polimerasa Y matan algunas células y crean mutaciones 
deletéreas en otras, pero éste es el precio biológico que 
un organismo ha de pagar para vencer una barrera, de 
otro modo infranqueable, para la replicación, y así 
lograr que sobrevivan al menos unas pocas células hijas 
mutantes. 

Otra polimerasa, la DNA polimerasa IV, es inducida 
durante la respuesta SOS. La replicación por la DNA 
polimerasa IVY, un producto del gen dinB, también es 
muy propensa al error, Las DNA polimerasas IV y Y 
bacterianas (Tabla 25-1) forman parte de una familia de 
TLS polimerasas presente en todos los organismos. 
Estos enzimas carecen de actividad exonucleasa correc- 
tora de pruebas y poseen un sitio activo más abierto que 
permite acomodar nucleótidos molde dañados. La fide- 


ue dis 
ye 


- 5 


puede reducirse en un factor de 10?, 
la fidelidad global en la replicación 
~1000 nucleótidos. 

Los mamíferos tienen muchas DNA polimerasas de 
baja fidelidad pertenecientes a la familia TLS de polime- 
rasas. Sin embargo, la presencia de estas polimerasas no 
redunda necesariamente en una tasa de mutación 
inaceptable, pues la mayor parte de estos enzimas tam- 
bién tienen funciones especializadas en la reparación 
del DNA. Por ejemplo, la DNA polimerasa y (eta), pre- 
sente en todos los eucariotas, promueve la síntesis a 
través de dímeros T-T en ciclobutano. En este caso se 
producen pocas mutaciones porque el enzima inserta 
preferentemente dos residuos de A en frente de los dos 
residuos de T unidos. Otras polimerasas de baja fideli- 
dad, entre las que se encuentran las DNA polimerasas $, 
¿ (iota) y å, tienen funciones especializadas en la repa- 
ración por escisión de base eucariótica. Todos estos 
enzimas tienen una actividad 5'-desoxirribosa fosfato 
liasa, además de la actividad polimerasa. Después de la 
eliminación de la base por una glucosilasa y el corte del 
esqueleto por una AP endonucleasa, estas polimerasas 
eliminan el sitio ahásico (un 5' desoxirribosa fosfato) y 
llenan el pequeño hueco resultante. La frecuencia de 
mutaciones debidas a la actividad polimerasa y es redu- 
cida a causa de la muy corta longitud (a menudo un solo 
nucleótido) de DNA sintetizado. 

La imagen que surge de las investigaciones sobre 
los sistemas de reparación de DNA celular que mantie- 
nen la integridad genómica consta de múltiples siste- 
mas, a menudo redundantes. En el genoma humano se 
encuentran más de 130 genes que codifican proteínas 
implicadas en la reparación del DNA. En muchos casos, 
ia pérdida de función de una de estas proteínas provoca 
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inestabilidad genómica y un aumento de la incidencia 
de la oncogénesis (Recuadro 25-1). Estos sistemas de 
reparación están a menudo integrados con los sistemas 
de replicación del DNA y se complementan con los sis- 
temas de recombinación que examinaremos a continua- 
ción. 


RESUMEN 25.2 Reparación del DNA 


E Las células tienen muchos sistemas de reparación del 
DNA. La reparación de desapareamientos en E. coli está 
gobernada por la ausencia transitoria de metilación de las 
secuencias (5) GATC en la hebra recién sintetizada. 
E Los sistemas de reparación por escisión de base 
reconocen y reparan las lesiones causadas por agentes 
medioambientales (Tales como la radiación y los agen- 
tes alquilantes) y por reacciones espontáneas de los 
nucleótidos. Algunos sistemas de reparación reconocen 
y escinden sólo las bases dañadas o incorrectas, dejando 
un sitio AP (abásico) en el DNA. Este es reparado por 
escisión y reemplazamiento del segmento de DNA que 
contiene el sitio AP. 
MM Los sistemas de reparación por escisión de nucleó- 
tido reconocen y eliminan lesiones voluminosas diversas 
y dímeros de pirimidina. Escinden un segmento de la 
hebra de DNA que contiene la lesión, dejando un hueco 
que es rellenado por las actividades DNA polimerasa y 
ligasa. 
E Algunas lesiones del DNA se reparan por inversión 
directa de la reacción causante del daño: los dímeros de 
pirimidina se convierten directamente en pirimidinas 
icas por una fotoliasa y el grupo metilo de la 
-metiguanina se elimina por una metiltransferasa. 
E En las bacterias, la síntesis de DNA a través de la 
lesión propensa al error, mediante las DNA polimerasas 
TLS, se produce como respuesta a graves daños en el 
DNA. En los eucariotas, polimerasas similares tienen 
funciones especializadas en la reparación del DNA que 
minimizan la introducción de mutaciones. 
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El reordenamiento de la información genética dentro y 
entre moléculas de DNA comprende diversos procesos 
conocidos colectivamente como recombinación genética. 
Las aplicaciones prácticas de los reordenamientos del DNA 
en la alteración de los genomas de un número creciente de 
organismos están siendo exploradas (Capítulo 9). 

Los procesos de recombina- 
ción genética se dividen en al 
menos tres clases generales. La 
recombinación genética homó- 
loga (también llamada recombi- 
nación general) consiste en el 
intercambio genético entre dos 
moléculas de DNA cualesquiera (o 
segmentos de la misma molécula) 
que compartan una región extensa 
de secuencia casi idéntica. La 
secuencia concreta de bases no es 
importante, siempre que sea simi- 
lar en los dos DNA. En la recombinación específica 
de sitio los intercambios sólo tienen lugar en una 
secuencia de DNA particular. La transposición de 
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Lesión Rotura FIGURA 25-29 Efectos de las lesiones del DNA en la 
no reparada no reparada replicación. Si la horquilla de replicación encuentra una 


lesión no reparada o una hebra rota, generalmente se 
detiene la replicación con lo que la horquilla puede colap- 


74 A sarse. Una lesión queda atrás en un segmento monohebra 
(izquierda) sin replicar; una rotura de cadena sencilla se 


convierte en una rotura de cadena doble (derecha). En nin- 


DNA de guno de estos casos el daño puede ser reparado por tos 
cadena sencilla Asa de mecanismos estudiados anteriormente, porque la hebra 
dobie cadena complementaria, necesaria para la reparación directa, está 


dañada o no existe. En estos casos hay dos vias posibles 
para la reparación: la reparación del DNA por recombina- 


último mecanismo de reparación utiliza una nueva polime- 
rasa (DNA polimerasa Y, codificada por los genes umuC y 


A a 
A dia A ción (descrita en la Fig. 25-30) o, cuando las lesiones son 
e sd l muy numerosas, la replicación propensa al error. Este 


umuD y activado por la proteína RecA), que puede repli- 


Reparación del DNA por Reparación del DNA car, aunque de forma imprecisa, por encima de muchos 


recombinación o reparación por recombinación 


propensa al error 


DNA es diferente de las otras dos clases, pues normal- 
mente interviene un segmento corto de DNA con la 
notable capacidad de trasladarse de un lugar a otro del 
cromosoma. Estos “genes saltadores” fueron observa- 
dos por vez primera en el maíz en la década de 1940 por 


tipos de lesiones. Se denomina reparación “propensa al 
error” porque a menudo provoca mutaciones. 


Barbara MeClintock. Además de estas tres clases bien 
caracterizadas, hay una amplia gama de reordenamien- 
tos poco frecuentes para los que aún no se ha propues- 
to ni mecanismo ni finalidad. Nos ceñiremos sólo a las 
tres clases generales. 


TABLA 25-6 Genes inducidos como parte de la res 


Nombre del gen Proteína papel en la del DNA 
Genes de función conocida (0) E (BAT (0) N 
polB (dinA) Codifica la subunidad polimerizante de la DNA polimerasa II, requerida para 
| el reinicio de la replicación en la reparación del DNA por recombinación 
e | Codifican las subunidades UvrA y UvrB de la ABC excinucleasa 
pco Codifican las subunidades núcleo y de polimerización de la DNA polimerasa V | 
sulA Codifica una proteína que inhibe la división celular, posiblemente para dar tiempo | 
| a la reparación del DNA | 
| recA Codifica la proteína RecA requerida para la reparación propensa al error 
| y para la reparación por recombinación 
dinB Codifica la DNA polimerasa IV | 
dinD Codifica la proteína que inhibe la función recombinasa de RecA 
ssb Codifica la proteína de unión a DNA de hebra sencilla (SSB) 
himA Codifica la subunidad del factor de integración del huésped (IHF), implicado | 


en la recombmación específica de sitio, la replicación, la transposición, 


la regulación de la expresión génica 


Genes que intervienen en 
el metabolismo del DNA 
pero cuyo papel en la 
reparación del DNA es 
desconocido 


uvrD Codifica la DNA helicasa II 


| recN Necesario para la reparación por recombinación 


| Genes de función 
| desconocida 


amna 


Nota: algunos de estos genes y sus funciones se discuten más ampliamente en el Capítulo 28. 


(proteína desenrolladora del DNA) 


“u 


La recombinación genética homologa es en gran 
parte un mecanismo para reparar las roturas de doble 
cadena en el DNA. Un sistema alternativo para la repa- 
ración de las rupturas de la doble cadena del DNA, lla- 
mado la unión de extremos no homologos (NHEJ), 
también será descrita en este apartado. Las funciones 
de los sistemas de recombinación genética son tan 
variadas como sus mecanismos. Participan en sistemas 
de reparación del DNA especializados, en la replicación 


RECUADRO 25-1 


MEDICINA Repare 


El cáncer humano se desarrolla cuando ciertos genes 
que regulan la división celular normal (oncogenes y 
genes supresores de tumores; Capítulo 12) dejan de 
funcionar, se activan en el momento incorrecto o 
están alterados. Las células pueden entonces crecer 
fuera de control y formar un tumor. Los genes que 
controlan la división celular pueden ser dañados por 


| mutaciones espontáneas o anulados por la invasión de 


un virus tumoral (Capítulo 26). No es, pues, sorpren- 

dente que las alteraciones de los genes de reparación 

del DNA, que redundan en un aumento de la tasa de 
| mutación, puedan aumentar considerablemente la 
susceptibilidad individual al cáncer. Los defectos en 
los genes que codifican las proteínas implicadas en la 
reparación por escisión de nucleótidos, la reparación 
de apareamientos incorrectos, la 
recombinación y en la síntesis tral 
propensa al error se han asociado todo € c 
cáncer humano. Sin duda, la reparación del DNA 
puede ser un asunto de vida o muerte. 

La reparación por escisión de nucleótidos requie- 
re un mayor número de proteínas en el hombre que 
en las bacterias, aunque las rutas generales sean muy 
similares. Los defectos genéticos que inactivan la 
| reparación por escisión de nucleótidos han sido aso- 
ciados con varias enfermedades genéticas, de las que 
la mejor estudiada es el xeroderma pigmentosum, 
(XP). La reparación por escisión de nucleótidos es la 
única ruta para la reparación de los dímeros de piri- 
midina en el hombre; por ello, quienes están aqueja- 
dos de XP son extremadamente sensibles a la luz y 
desarrollan fácilmente cánceres de piel por exposi- 
| ción a la luz solar. La mayoría de pacientes de XP 
| también presentan anomalías neurológicas, presumi- 
blemente por su incapacidad para reparar ciertas 
lesiones causadas por la elevada tasa del metabolis- 
| mo oxidativo de las neuronas. Los defectos en los 
| genes que codifican cualquiera de los al menos siete 

componentes proteicos diferentes del sistema de 
reparación por escisión de nucleótido pueden provo- 
. car el XP, originando siete grupos genéticos diferen- 
tes designados desde XPA a XPG. Varias de estas 
proteínas (en particular las defectuosas en XPB, XPD 
y XPG) también participan en la reparación por esci- 


oxidativas, descrita en el Capítulo 26. Observar que 
las XPC y XPE forman parte del complejo que reco- 
noce el DNA dañado, mientras que XPA, XPB, XPD, 


l sión de base asociada a la transcripción de lesiones 


a in o 
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del DNA, en la regulación de la expresión de ciertos 
genes, también contribuyen a la segregación correcta 
de los cromosomas durante la división celular en los 
eucariotas, en el mantenimiento de la diversidad gené- 
tica y en los reordenamientos genéticos programados 
durante el desarrollo embrionario. En general, la recom- 
binación genética está íntimamente integrada con otros 
procesos del metabolismo del DNA, tal como veremos a 
continuación. 


ición del DNA y Cáncer 


XPF y XPG son todos componentes de un complejo 
mucho más grande formado por multiplesubunidades 
que representa la excinucleasa humana mostrada en 
la figura 25-25. Estas proteínas están involucradas en 
el proceso de corte y eliminación del fragmento de 
DNA de 29 nucleotidos (29mer). 

La mayoría de microorganismos tienen rutas 
redundantes para la reparación de los dímeros de 
pirimidina en ciclobutano, que usan DNA fotoliasas y 
a veces reparación por escisión de base como alter- 
nativas a la reparación por escisión de nucleótidos, 
pero los humanos y otros mamíferos placentarios no 
los poseen. La falta de sistemas de apoyo de la repa- 
ración por escisión de nucleótido para la eliminación 
de los dímeros de pirimidina ha planteado la posibili- 
dad que los primeros mamíferos fuesen velludos y de 


DNA Y A TROR poctumnos y, por tanto, con pocas necesida- 


eparar daños por luz UV. Sin embargo, los 
mamíferos sí tienen una ruta para la reparación de 
los dímeros de pirimidina en ciclobutano a través de 
la lesión, basado en la DNA polimerasa n. Este enzi- 
ma inserta preferentemente dos residuos de A en 
frente del dímero T-T de pirimidina, minimizando así 
las mutaciones. Los individuos afectados por una 
dolencia genética caracterizada por la falta de activi- 
dad DNA polimerasa y desarrollan una enfermedad 
del tipo del XP conocida por variante XP o XP-Y. Las 
manifestaciones clínicas de la XP-Y son similares a 
las del XP clásico, pero con niveles de mutación más 
altos cuando la piel se expone a la luz UV. Aparente- 
mente, el sistema de reparación por escisión de 
nucleótido actúa conjuntamente con la DNA polime- 
rasa y en las células humanas normales, reparando 
y/o ignorando los dímeros de pirimidina según con- 
venga para mantener el crecimiento celular y la repli- 
cación del DNA. La exposición a la luz UY produce un 
gran número de dímeros de pirimidina que obliga a 
que algunos sean ignorados por la síntesis a través de 
la lesión para mantener la replicación en funciona- 
miento. La carencia de cualquiera de los dos sistemas 
es compensada por el otro, La pérdida de actividad 
DNA polimerasa y provoca el bloqueo de las horqui- 
llas de replicación y obliga a ignorar las lesiones por 
luz UV, recurriendo a las polimerasas de síntesis a 
través de la lesión (TLS) que son más mutagénicas. 
Como sucede cuando otros sistemas de reparación 
del DNA no son funcionales, el aumento resultante 
de la tasa de mutación a menudo provoca cáncer. 
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RECUADRO 25-1 MEDICINA 


Reparación del DNA y Cancer (continuación) 


| 
| Uno de los síndromes de susceptibilidad al cáncer 
| | más comunes es el cáncer de colon hereditario no 
| formador de pólipos, o HNPCC. Este síndrome ha sido 
relacionado con defectos en la reparación de aparea- 
| mientos incorrectos. Las células eucarióticas, entre 
| ellas las humanas, poseen varias proteínas análogas a 
la bacterianas MutL y MutS (véase la Fig. 25-22). 
Defectos en al menos cinco genes de reparación de 
| apareamientos incorrectos pueden causar HNPCC. 
Los más abundantes afectan a los genes khMLHI 
|| (homólogo 1 humano de MutL) y AMSH2 (homólogo 
2 humano de MutL). En los individuos con HNPCC, el 
| cáncer generalmente se desarrolla a una edad tem- 
prana, con elevada incidencia de cánceres de colon. 
La mayoría de cánceres de mama humanos afec- 
tan a mujeres sin predisposición conocida. Sin embar- 
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La recombinación homóloga en las bacterias 
es un proceso de reparación del DNA 


En las bacterias, la recombinación genética homóloga 
es, básicamente, un proceso de reparación del DNA y en 
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go, aproximadamente un 10% de los casos están 
asociados a defectos heredados en dos genes, BRCA]1 
y BRCA2. BRCA1 y BRCA2b humanas son proteínas 
de gran tamaño (1834 y 3418 residuos aminoácidos, 
respectivamente). Ambas interaccionan con otras 
muchas proteínas implicadas en la transcripción, el 
mantenimiento de los cromosomas, la reparación del 
DNA y el control del ciclo celular. BRCA2 se ha aso- 
ciado con la reparación por recombinación de roturas 
de doble cadena en el DNA. Sin embargo, la función 
molecular precisa de BRCA1 y BRCAZ2 en estos diver- 
sos procesos celulares todavía no está clara. Las 
mujeres con defectos en el gen BRCA1 o en el 
BRCA? tienen una probabilidad superior al 80% de | 
desarrollar cáncer de mama. 


PA 


FIGURA 25-30 Reparación del DNA por recombinación en una hor- 
quilla de reparación colapsada. Cuando una horquilla de replicación 
topa con una rotura en una de las hebras moide, se pierde un brazo de la 
horquilla y se colapsa la horquilla de replicación. La hebra con el extremo 
5' en la rotura se degrada para crear una extensión en 3' que se usa para 
proceso de invasión de la cadena, con apareamiento de la hebra sen- 
fig A hebra complementaria del dúplex adyacente. La 
igración de la rama (recuadro) puede crear un intermedio de Holliday. 
El corte del intermedio de Holliday por nucleadas especializadas, 
seguido de ligación, restablece una horquilla de replicación viable. El 
replisoma se recarga sobre esta estructura (no mastrado) y la replica- 
ción continua, Las flechas indican los extrernos 3', 


este contexto se denomina reparación del DNA por 
recombinación (tal como se indica en la Sección 
25.2). Actúa normalmente en la reconstrucción de hor- 
quillas de replicación bloqueadas o colapsadas en las 
lesiones del DNA. La recombinación genética homóloga 
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FIGURA 25-31 La helicasa/nucleasa RecBCD. (a) Corte de la estruc- 
tura del enzima RecBCD unido al DNA (PDB ID 1W/36). Las subunidades 
se muestran de colores diferentes, con el DNA (que no forma parte de la 
estructura resuelta) entrando en la estructura por la izquierda y las 
hebras desenrolladas saliendo por la derecha. Una estructura proteica en 
forma de bulbo denominada pivote, que forma parte de la subunidad 
RecC, facilita la separación de las hebras. (b) Actividades del enzima 
RecBCD en un extremo del DNA, Las subunidades RecB y RecD son 
helicasas, motores moleculares que propulsan el complejo a lo largo de! 
DNA, proceso que requiere ATP; RecB degrada ambas cadenas a medida 
que ei complejo se desplaza, cortando la hebra con el extremo 3' más a 
menudo que la hebra con el extremo 5', Cuando se encuentra un sitio 
chi en la hebra con el extremo 3', la subunidad RecC se une al mismo, 
deteniéndose el avance de la hebra a través de complejo. La hebra con el 
extremo 5' continua degradándose, mientras que la hebra con ei 
extremo 3' forma un lazo, creándose finalme y 
cadena sencilla en 3'. Finalmente, la proteína = 
cargada por el DNA modificado por e! enzima Rec 

ID1W36, M.R. Singleton et al, Nature 432:187, 2004] 


puede ocurrir también durante la conjugación (aparea- 
miento), cuando el DNA cromosómico es transferido de 
una Célula bacteriana donante a una receptora. La 
recombinación durante la conjugación, aunque rara en 
las poblaciones bacterianas salvajes, contribuye a la 
diversidad genética. 

En la Figura 25-30 se muestra un ejemplo de lo 
que sucede cuando una horquilla de replicación topa 
con una lesión del DNA. Una característica común de 
las rutas de reparación del DNA, mostrada en las figuras 
25-22 a 25-25, consiste en la introducción de una rotura 
transitoria en una de las cadenas de DNA. Si una hor- 
quilla de replicación encuentra un sitio dañado que está 
siendo reparado cerca de una rotura en una de las 
hebras molde, uno de los brazos de la horquilla de repli- 
cación resulta desconectado por una rotura de doble 
cadena y la horquilla colapsa. El extremo de la rotura se 
procesa degradando la hebra con el extremo 5. La 
extensión de cadena sencilla con el extremo 3’ se une a 
una recombinasa que promueve que el extremo 3” libre 
invada el DNA dúplex intacto conectado al otro brazo 
de la horquilla y se aparee con su secuencia comple- 
mentaria. Ello crea una estructura de DNA ramificada 
(un punto donde se juntan tres segmentos de DNA). La 
rama del DNA puede desplazarse mediante un proceso 
denominado migración de la ramificación que crea 
una estructura entrecruzada en X, llamada intermedio 
de Holliday, denominada así por el investigador Robin 
Holliday que fue el primero que postuló su existencia. 
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Las actividades helicasa de RecB y RecO 
desenrollan el DNA. La nucleasa RecB 
degrada ambas cadenas del DNA. 


posic:assvzasesenena 3’ 


La secuencia chi se une a RecC, 
impidiendo la degradación ulterior 

de la hebra con el extremo 3', El enzima 
continua desenrollando y degradando 
la hebra con el extremo 5”. 


A medida que se atarga el área expuesta 
en la cadena terminada en 3', RecBCD 
facilita la carga de la recombinasa RecA. 


El intermedio de Holliday se resuelve a continuación 
por una clase especial de nucleasa. El proceso en su 
conjunto reconstruye la horquilla de replicación. 

En E. coli, el procesado fmal del DNA corre a cargo 
de la nucleasa/helicasa RecBCD que se une al DNA 
lineal en un extremo libre (roto) y se mueve hacia aden- 
tro a lo largo de la doble hélice, desenrollando y degra- 
dando el DNA, en una reacción acoplada a la hidrólisis 
de ATP (Fig. 25-31). Las subunidades RecB y RecD 
son motores helicasa; RecB se mueve en dirección 3'— 
5' a lo largo de una cadena y RecD se mueve en direc- 
ción 5" — 3' a lo largo de la otra cadena. La actividad del 
enzima se altera cuando interacciona con una secuencia 
denominada chi, (5)GCTGGTGG(3” que se une firme- 
mente a un sitio de la subunidad RecC. A partir de este 
punto, la degradación de la hebra con el extremo 3' 
disminuye considerablemente, pero aumenta la degra- 
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FIGURA 25-32 Filamentos de Proteína RecA. RecA y otras recombi- 
nasas de su clase torman filamentos de nucileoproteína. (a) La formación 
de filamentos progresa por etapas discretas de nucieación y extensión, 
La nucleación consiste en la adición inicial de umas pocas subunidades 
de RecA. La extensión se produce por adición de subunidades de RecA, 
de manera que el filamento crezca en dirección 5" — 3, Cuando se pro- 
duce el desagregación, las subunidades se pierden desde el extremo 
posterior. (b) Microfotografía electrónica coloreada de un filamento de 
RecA unido a DNA. (c) Segmento de un filamento de RecA con cuatro 
vueltas helicoidales (24 subunidades de RecA, tomado de PDB ID 
3CMX). Observe el DNA de doble cadena unido en el centro. El dominio 
núcleo de RecA está relacionado estructuralmente con los dominios de 
las helicasas. [Fuente: (b) con el permiso de los herederos de Ross 
inman. Agradecimientos a Kim Yass, (c) Modificado de PDB ID 3CMX, 
Z Chen et al., Nature 453:489, 2008] 


dación de la hebra con el extremo 5. Este proceso 
genera un DNA de cadena sencilla con un extremo 3’, 
estructura que se utiliza en las etapas posteriores de la 
recombinación (Fig. 25-33). Las 1.009 secuencias chi 
dispersas por todo el genoma de E. coli aumentan la 
frecuencia de recombinación entre 5 y 10 veces hasta 
una distancia de 1000 pb del sitio chi. Este aumento 
disminuye cuando la distancia del sitio chi aumenta. 
Otras secuencias que aumentan la frecuencia de recom- 
binación han sido identificadas también en otros orga- 
nismos. 

La recombinasa bacteriana es la proteína RecA. La 
proteína RecA destaca entre las proteínas que intervie- 
nen en el metabolismo del DNA, pues su fo tiva es 
un filamento helicoidal ordenado formado for 
millares de subunidades unidas cooperati 
DNA (Fig. 25-32). Este filamento normalmente se 
forma sobre DNA monohebra, tal como el generado por 
el enzima RecBCD. Su formación no es tan sencilla 
como se muestra en la Figura 25-32, pues la proteína de 
unión a DNA de cadena sencilla (SSB) está normalmen- 
te presente e impide específicamente la unión de las 
primeras subunidades al DNA (nucleación del filamen- 
to). El enzima RecBCD actúa directamente como un 
factor de carga de RecA, facilitando la nucleación de un 
filamento de RecA sobre DNA de cadena sencilla que 
esté recubierto de SSB. Los filamentos se juntan y se 
separan en la dirección 5' — 3", Otras muchas proteínas 
bacterianas regulan la formación y la separación de los 
filamentos de RecA. La proteína RecA facilita las etapas 
principales de la recombinación homóloga, incluida la 
invasión de la hebra de la figura 25-30 y otras reaccio- 
nes de intercambio de hebras in vitro. 

Una vez completada la invasión de la hebra, la 
migración de la ramificación es facilitada por un com- 
plejo denominado RuvAB (Fig. 25-33a). Una vez crea- 
do el intermedio de Holliday, éste puede ser cortado por 
una nucleasa especializada denominada RuvC (Fig. 
25-33b) y las mellas reparadas por la DNA ligasa. De 
esta manera se reconstruye una estructura viable de la 
horquilla de replicación, tal como se muestra en la Figu- 
ra 25-30. 

Una vez completadas las etapas de la recombina- 
ción, la horquilla de replicación se reorganiza en un 
proceso denominado reiniciación independiente de 
origen de la replicación. Cuatro proteínas (PriA, 
PriB, PriC y DnaT) actúan junto con DnaC para cargar 
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la DnaB helicasa en la horquilla de replicación recons- 
truida. A continuación, la DnaG primasa sintetiza un 
cebador de RNA y la DNA polimerasasa III se une de 
nuevo sobre DnaB para reanudar la síntesis de DNA. El 
complejo de PriA, PriB, PriC y DnaT, junto con DnaB, 
DnaC y DnaGse denomina primosoma de reinicio de 
la replicación. De esta manera, el proceso de recombi- 
nación está estrechamente entrelazado con la replica- 
ción. Ambos procesos del metabolismo del DNA se 
apoyan mutuamente, 
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La recombinación homóloga eucariótica es necesaria 
para la correcta segregación de los cromosomas 
durante la meiosis 


En los eucariotas, la recombinación genética homóloga 
puede desempeñar diversos papeles en la replicación y 
en la división celular, entre los que se encuentra la repa- 
ración de horquillas de replicación bloqueadas. La 
recombinación ocurre con la máxima frecuencia duran- 
te la meiosis, proceso mediante el cual una célula ger- 
minal diploide con dos conjuntos de cromosomas se 
divide para producir gametos haploides (células esper- 
máticas u óvulos) en los animales (esporas haploides en 
la plantas), cada uno de los cuales sólo tiene un miem- 
bro de cada pareja de cromosomas (Fig. 25-34). La 
meiosis empieza con la replicación del DNA en las célu- 
las de la línea germinal, de modo que cada célula contie- 
ne cuatro copias de las moléculas de DNA. Cada conjun- 
to de cuatro cromosomas homólogos (tétrada) se pre- 
senta como dos pares de cromátidas hermanas, cada 
una de las cuales permanece asociada a sus centrómero. 
La célula experimenta seguidamente dos divisiones 
sucesivas sin replicación del DNA. En la primera divi- 
sión celular, los dos pares de cromátidas hermanas 
segregan en las células hijas. En la segunda división 
celular, los dos cromosomas de cada par de cromátidas 
hermanas se segregan entre las nuevas células hijas. En 
cada división, los cromosomas que se han de segregar 
son arrastrados hacia las células hijas por fibras del 
huso unidas a los polos opuestos de las células en divi- 
sión. Las dos divisiones sucesivas reducen el contenido 
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FIGURA 25-33 Catálisis de la migración de rama del 
DNA y resolución del intermedio de Holliday por las 
proteínas RuvA, RuvB y Ruv C. (a) La proteína Ruv A se 
une directamente a un intermedio de Holiyday donde 
coinciden los cuatro brazos de DNA. La proteína hexamé- 
rica RuvB es una DNA translocasa. Dos hexámeros se 
unen a brazos opuestos del intermedio de Holliday y pro- 
puisan el DNA hacia el exterior en una reacción acoplada 
a la hidrólisis de ATP. La rama se mueve de este modo. 


(b) RuvC es una nucleasa especializada que se une al 
; DNA j y ; j 
saliente “omplejo RuvAB y corta el intermedio de Holliday en 


lados opuestos de la unión (flechas rojas) de manera que 
quedan dos brazos de DNA contiguos en cada producto. 
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de DNA de los gametos hasta el nivel haploide, La segre- 
gación correcta de los cromosomas entre las células 
hijas requiere la existencia de uniones físicas entre los 
cromosomas homólogos que se han de segregar. Cuando 
las fibras del huso se unen a los centrómeros de los 
cromosomas y empiezan a tirar, los enlaces entre los 
cromosomas homólogos crean tensión. Esta tensión, 
detectada por mecanismos celulares todavía desconoci- 
dos, indica que este par de cromosomas o de cromátidas 
hermanas está correctamente alineado para la segrega- 
ción. Una vez detectada la tensión, los enlaces desapa- 
recen gradualmente y se produce la segregación. Si se 
produce la unión incorrecta de las fibras del huso (p.e., 
si los centrómeros de un par de cromosomas están uni- 
dos al mismo polo celular) una quinasa celular detecta 
la falta de tensión y activa un sistema que elimina las 
uniones al huso, para hacer posible un nuevo intento. 
Durante la segunda división meiótica, la unión al 
centrómero de las cromátidas hermanas, reforzada por 
las cohesinas depositadas durante la replicación (véase 
la Fig. 24-34), suministran las uniones físicas necesarias 
para guiar la segregación. Sin embargo, durante la pri- 
mera división meiótica los dos pares de cromátidas 
hermanas que deben segregarse no están relacionadas 
por un proceso de replicación reciente ni están unidas 
por cohesinas o por cualquier otro tipo de asociación 
física. En su lugar, los pares homólogos de cromátidas 
hermanas se alinean y se crean muevos eulaces por 
recombinación, proceso que implica la rotura y el 
empalme del DNA (Fig. 25-35). Este mtercambio, 
denominado también entrecruzamiento, puede ser 
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observado con el microscopio óptico. El entrecruza- 


miento une los dos pares de cromátidas hermanas en 


puntos denominados quiasmas. Durante el entrecruza- 
miento también se intercambia material genético entre 
los pares de cromátidas hermanas. Estos intercambios 
también aumentan la diversidad genética de los game- 
tos resultantes. La importancia de la recombinación 
meiótica para la correcta segregación de los cromoso- 
mas está bien ilustrada por las consecuencias fisiológi- 
cas y sociales derivadas de su fracaso (Recuadro 25-2) 

El entrecruzamiento no es un proceso enteramente 
al azar, pues se han detectado lugares con alta probabi- 
lidad de entrecruzamiento en muchos cromosomas 
eucarióticos. Sin embargo, la suposición de que la 
recombinación homóloga ocurre con igual probabilidad 
en casi cualquier punto a lo largo de la longitud de dos 
cromosomas homólogos sigue siendo una aproximación 
razonable en muchos casos. Esta suposición hace posi- 


FIGURA 25-34 Meiosis en células germinales animales. Los cromo- 
somas de una hipotética célula germinal diploide (cuatro cromosomas; 
dos pares homólogos) se replican y se mantienen unidos por sus cen- 
trómeros. Las moléculas de DNA de doble cadena replicadas se deno- 
minan cromátidas (cromátidas hermanas). En la profase |, inmediata- 
mente antes de la primera división meiótica, los dos conjuntas 
homólogos de cromátidas se alinean formando tétradas, unidas por 
enlaces covalentes en uniones homólogas (quiasmas). Los entrecruza- 
mientos tienen lugar dentro de los quiasmas (véase la Fig. 25-35). Estas 
asociaciones transitorias entre homólogos aseguran la segregación 
correcta de los dos cromosomas unidos hacia los polos opuestos en el 
paso siguiente, cuando los pares homólogos unidos a fibras del huso se 
separan y migran hacia polos opuestos de la célula en la primera diyi- 
sión meiótica. Los productos de esta división son dos células hijas, cada 
una con dos pares de cromátidas hermanas. Los pares homólogos se 
alinean en el ecuador de ta célula como preparación para la separación 
de las cromátidas (que ahora se denominan cromosomas). La segunda 
división meiótica produce cuatro células hijas haploides, que pueden 
servir de gametos Cada una tiene dos cromosomas, la mitad de los que 
tiene la célula germinal diploide. Los cromosomas se han vuelto a 
segregar y se han recombinado. 


ble el cartografiado de los genes de un cromosoma con- 
creto. La frecuencia de recombinación homóloga en 
cualquier región que separe dos puntos de un cromoso- 
ma es aproximadamente proporcional a la distancia 
entre los puntos, lo cual permite determinar las posicio- 
nes relativas y las distancias entre diferentes genes. El 
agrupamiento independiente de genes no ligados en 
diferentes cromosomas (Fig. 25-36) representa otra 
Aia importante a la diversidad genética de los 
JA fenómenos genéticos están detrás de 
ucha l plicaciones modernas de la genómica, 
tales como la definición de haplotipos (véase la Fig. 

9-28) o la búsqueda de genes asociados a enfermedades 
en el genoma humano (véase la Fig. 9-32). 

La recombimación homóloga tiene pues al menos 
tres funciones conocidas en los eucariotas: (1) contri- 
buye a la reparación de varios tipos de lesiones del 
DNA; (2) en las células eucarióticas, proporciona una 
unión física transitoria entre las cromátidas que es 
necesaria para la segregación ordenada de los cromoso- 
mas en la primera división celular meiótica, y (3) 
aumenta la diversidad genética de una población. 


La recombinación durante la meiosis se inicia en roturas 
de cadena doble 


En la Figura 25-35a se esquematiza una ruta probable 
para la recombimación homóloga durante la meiosis. El 
modelo tiene cuatro características principales. Prime- 
ro, los cromosomas homólogos están alineados. Segun- 
do, se genera una rotura de doble cadena en una molé- 
cula de DNA y los extremos son procesados por una 
exonucleasa que deja una extensión de cadena sencilla 
con un grupo 3'-hidroxilo libre en el extremo roto 
(paso @). Tercero, los extremos 3' expuestos invaden 
el dúplex de DNA intacto del homólogo para que acto 
seguido la migración de la rama o la replicación creen 
un par de intermedios de Holliday (pasos Ba @). 
Cuarto, el corte de los dos entrecruzamientos crea uno 
u otro de dos tipos de productos recombinantes com- 
pletos (paso @). Obsérvese la similitud de estas etapas 
con los procesos de reparación bacterianos mostrados 
en la Figura 25-30. 
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@ Un corte de doble cadena en uno de 
los dos homólogos se convierte en un 
hueco de cadena doble por acción de 


exonucleasas. Las hebras con extremos 


7 se degradan menos que las que 
tienen extremos 5', formándose 
extensiones 3' de cadena sencilla. 


@ Un extremo 3' expuesto se aparea con 
su compiementario en el homólogo 
intacto. La otra hebra del dúplex es 
desplazada. 
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© Elextremo3' invasor se extiende por 
acción de la DNA polimerasa, 
simultáneamente con la migración de 
la rama. Finalmente, después de un 
segundo proceso de captura de un 
extremo, se furma una molécula de 
DNA con dos entrecruzamientos en 
forma de estructuras ramificadas 
denominadas intermedios de Holliday. 
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nucleasas especializadas, 
denominadas resolvasas del 
intermedio de Holliday, genera 
cualquiera de los dos productos de 
recombinación. En el grupo de 
productos 2, se recombina el DNA a 
ambos lados de la región reparada. 
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FIGURA 25-35 Recombinación durante la profase | de la meiosis. (a) 
Modelo de la reparación de roturas de doble cadena para la recombina- 
ción genética homologa. Los dos cromosomas homólogos (uno mos- 
trado en rojo y el otro en azul) de esta recombinación tienen secuencias 
idénticas o casi idénticas. Cada uno de los dos genes mostrados tiene 
alelos distintos en los dos crornosomas. Las distintas etapas se descri- 
ben el texto. (b) Durante la profase | de la meiosis tiene lugar el entre- 
cruzamiento. Las diferentes etapas de la profase į están alineadas con 
los procesos de recombinación que tienen lugar en la parte (a). Los cor- 
tes de cadena doble se introducen y procesan en el leptoteno. La inva- 
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sión de Ía hebra y la finalización del entrecruzamiento suceden más 
tarde. A medida que se alinean las secuencias homólogas de los dos 
pares de cromátidas hermanas en la etapa del zigoteno, se forman los 
complejos sinaptonémicos y se produce la invasión de la hebra. En el 
paquiteno los cromosomas homólogos están densamente alineados. (c) 
Se muestran los cromosomas homólogos del grillo en sucesivas etapas 
de la profase meiótica |. Los quiasmas son visibles en la fase del diplo- 
teno, [Fuente: (c) B. John, Meiosis, Figs 2.1a, 2.2a, 2.2b, 2.3a, Cambridge 
University Press, 1990. Reproducido con el permiso de Cambridge Uni- 
versity Press] 
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MEDICINA 


Por que es importante la segregación correcta 


de los cromosomas 


Cuando el alineamiento de los cromosomas y la 
recombinación no son correctos y completos en la 
meiosis I, la segregación de los cromosomas puede 
verse afectada. Una de las consecuencias puede ser 
la aneuploidía, en la cual una célula no tiene el núme- 
ro correcto de cromosomas. Los productos haploides 
de la meiosis (gametos o esporas) pueden no tener 
ninguna copia de un cromosoma o, por el contrario, 
tener dos. Cuando un gameto con dos copias de un 
cromosoma se une con un gameto con una copia 
durante la fertilización, las células en el embrión 
resultante tienen tres copias de este cromosoma (son 
trisómicos). 

En S. cerevisiae, la aneuploidía resultante de 
errores en la meiosis ocurre a razón de 1 de cada 
10.000 procesos mitóticos. En la mosca del vinagre la 
tasa es de 1 de varios millares. Las tasas de aneuploi- 
día en los mamíferos son considerablemente mayo- 
res. En los ratones la tasa es de 1 de cada 100, y es 
incluso superior en otros mamíferos. La tasa de aneu- 
ploidía en los óvulos humanos fecundados es del 10% 
al 30%; la mayoría de las células aneuploides son 
monosómicas (una única copia de un cromosoma) o 
trisómicas. Estos valores son ciertamente estimacio- 
nes a la baja. La mayoría de trisomías son letales y 
muchas resultan en abortos espontáneos mucho 
antes de que el embarazo sea detectado. į- 
día es la causa principal de la pérdida del 
Los pocos fetos trisómicos que sobreviven hasta el 
nacimiento generalmente tienen tres copias de los 
comosomas 13, 18 o 21 (la trisomía 21 provoca el 
síndrome de Down). En las poblaciones humanas 
también se encuentran dotaciones anormales de los 
cromosomas sexuales. Casi todas la monosomías son 
fatales en las primeras etapas del desarrollo fetal. Las 
consecuencias sociales de la aneuploidía en humanos 
son considerables. La aneuploidía es la principal 
causa genética de discapacidades mentales y del 
desarrollo. En el núcleo de estas elevadas tasas de 
aneuploidía se encuentra una característica de la 
meiosis de las hembras de mamífero que posee una 
especial significación para la especie humana. 

En el macho humano las células de la línea germi- 
nal empiezan a experimentar meiosis en la pubertad, 
y cada proceso meiótico requiere un tiempo relativa- 
mente corto. En cambio, la meiosis en la línea germi- 
nal de las hembras humanas es un proceso extrema- 
damente prolongado. La producción de un óvulo 
empieza antes del nacimiento, con el inicio de la 
meiosis en el feto, a las 12 o 13 semanas de gestación. 
La meiosis empieza en todas las células germinales en 
desarrollo en un período de unas pocas semanas. Las 


En este modelo de reparación por rotura de 


doble cadena para la recombinación, se usan los extre- 
mos 3' para iniciar el intercambio genético. Una vez 
apareados con la hebra complementaria en el homólogo 
intacto, se crea una región de DNA híbrido que contiene 
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células completan buena parte de la meiosis Í. Los 
cromosomas se alinean y generan entrecruzamientos, 
hasta llegar justo después de la fase de paquiteno 
(véase la Fig. 25-35), y entonces el proceso se detie- 
ne. Los cromosomas entran en una fase de latencia 
denominada dictiado, con los entrecruzamientos en 
su lugar, en la que permanecen hasta la madurez 
sexual (normalmente de los 13 a los 50 años). No es 
hasta la madurez sexual que las células germinales 
individuales proceden a través de las dos divisiones 
celulares meióticas para producir los óvulos. 

Entre el inicio del dictiado y la fmalización de la 
meiosis, puede suceder algo que altere o dañe los 
entrecruzamientos que unen los cromosomas homó- 
logos de las células germinales. A medida que una 
mujer envejece la frecuencia de trisomías en los óvu- 
los aumenta, y de forma espectacular cuando se 
acerca la menopausia (Fig. 1). Hay muchas hipótesis 
para explicar por qué ocurre, y diferentes factores 
pueden jugar un papel. Sin embargo, la mayoría de 
hipótesis giran en torno de los entrecruzamientos de 
la recombinación en la meiosis I y en su estabilidad a 
lo largo del prolongado dictiado. 

No está claro qué medidas podrían tomarse para 
reducir la frecuencia de la aneuploidía en las hem- 
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FIGURA 1 Aumento de la incidencia de trisomía humana con la 
edad de la madre. (Fuente: Información obtenida desde T. Hassold 


and P. Hunt, Nature REv. Genet. 2:280, 2001, Fig 6] 


hebras complementarias de dos DNA parentales dife- 
rentes (el producto del paso Y de la Fig. 25-35a). Cada 
uno de los extremos 3' puede actuar entonces como un 
cebador para la replicación del DNA. La recombinación 
meiótica homóloga puede diferir en muchos detalles de 
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FIGURA 25-36 Contribución de la segregación independiente a la 
diversidad genética. En este ejemplo, los cromosomas ya se han repli- 
cado para formar dos parejas de cromátidas hermanas para dos cromo- 
somas, Fl azul y el rojo distinguen las cromátidas hermanas de cada par. 
Se destaca un gen en cada cromosoma con diferentes alelos (A o a, Bo 


una especie a otra, pero la mayoría de los pasos arriba 
indicados están generalmente presentes de una u otra 
forma. Hay dos maneras para cortar o “resolver” el 
intermedio de Holliday con una nucleasa del tipo RuvC, 


puestos en el mismo orden lineal qu 
es decir, los cromosomas originales 


con la región qué contiene el DNA hibrido no se recom- 
bina; si se corta de la otra forma, el DNA limitante se 
recombina. Ámbos resultados se observan in vivo. 

La recombinación homóloga ilustrada en la Figura 
25-35 es un proceso muy elaborado que es esencial para 
la segregación correcta de los cromosomas. Sus conse- 
cuencias moleculares para la generación de diversidad 
genética se manifiestan de forma sutil. Para entender de 
qué modo este proceso contribuye a la diversidad, hay 
que tener presente que los dos cromosomas homólogos 
que experimentan recombinación no son necesariamente 
idénticos. La secuencia lineal de los genes puede ser la 
misma, pero las secuencias de bases en algunos genes 
pueden diferir ligeramente (en alelos diferentes). En un 
individuo humano, por ejemplo, un cromosoma puede 
contener el alelo de la hemoglobina A (hemoglobina nor- 
mal), mientras que el otro contiene el alelo de la hemog- 
lobina S (la mutación falciforme). La diferencia puede ser 
de sólo un par de bases entre millones. La recombinación 
homóloga no cambia la secuencia lineal de los genes, 
pero puede determinar qué alelos quedan ligados en un 
mismo cromosoma y, por tanto, pasan juntos a la siguien- 
te generación. La segregación independiente de los dife- 
rentes cromosomas (Fig. 25-36) determina qué alelos 
génicos de los diferentes cromosomas se heredan juntos. 


Algunas rupturas de la doble hebra de DNA se reparan 
por la unión de extremos no homólogos (NHE)) 


Las rupturas de doble hebra del DNA ocurren a veces 
cuando el sistema de reparación por recombinación no 


b) en los homólogos. La segregación independiente puede producir 
gametos con cualquiera de las combinaciones de alelos presente en los 
dos cromosomas diferentes. El entrecruzamiento (no mostrado aquí; 
véase la Fig. 25-34) también contribuiría a la diversidad genética en una 
secuencia meiótica tipica. 


es factible, como en las fases de ciclo celular donde el 
DNA no se está replicando y las cromatidas hermanas 
no están presentes. En estos momentos, es necesario 
otro mecanismo para que la célula no muera debido a la 
rotura del cromosoma. Esta alternativa es proporciona- 
el mecanismo de la unión de extremos no 
os (NHEJ). Los extremos del cromosoma son 
simplemente procesados y ligados juntos de muevo 
La unión de extremos no homólogos (NHEJ) es uno 
de los sistemas de reparación de la ruptura de la doble 
cadena de DNA más importante en todos los eucariotas 
y también ha sido detectado en algunas bacterias. La 
importancia de NHEJ incrementa con la complejidad 
genómica, y el proceso ocurre, en mamíferos, para la 
mayoría de rupturas de la doble cadena del DNA fuera 
de la meiosis. En levadura la mayoría de rupturas de la 
doble hebra de DNA es reparada por recombinación, 
únicamente unas pocas por NHEJ. NHEJ es un proceso 
mutagénico, y un genoma pequeño, como el de la leva- 
dura, tiene relativamente poca tolerancia para la perdi- 
da de información, Alteraciones pequeñas en el genoma 
pueden ser toleradas en las células somáticas de mamí- 
feros, porque hay una compensación de la información 
mutada con la información intacta del homologo pre- 
sente en cada célula diploide, y además en estas células 
no germinales, las mutaciones no se heredan. En verte- 
brados, la perdida de los genes codificantes para la 
función NHEJ puede producir predisposición al cáncer. 
A diferencia de la reparación por recombinación 
homóloga, NHEJ no conserva la secuencia de DNA ori- 
ginal. En la figura 25-37 se ilustra este mecanismo en 
eucariotas. La reacción se inicia en los extremos de una 
ruptura de la doble hebra de DNA mediante la unión de 
un heterodimero formado por las proteínas Ku70 y 
Ku80 (Ku proviene de las iniciales de un individuo con 
esclerodermia cuyos autoanticuerpos séricos se utiliza- 
ron para identificar este complejo proteico, el número 
se refiere al peso molecular aproximado de las subuni- 
dades). Las proteínas Ku son conservadas en casi todos 
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FIGURA 25-37 Unión de extremos no homologos (NHEJ). El com- 
plejo Ku?70-Ku80 es el primero que se une al extremo del DNA, seguido 
por el complejo que incluye DNA-PKc y la nucleasa llamada Artemis. 
Estas proteínas reclutan entonces el complejo constituido por XRCCA, 
XLF, y la DNA ligasa IY. Posteriormente, cualquiera de las DNA polime- 
rasas, Pol u o Pol À (no se muestran), extiende la hebra de DNA hibri- 
dado, según sea necesario, antes de la ligación. [Fuente: Información de 
J.M. Sekiguchi and D.O. Ferguson, Cel/124:260, 2006, Fig 1) 


los eucariotas y actúan como un tipo de armazón mole- 
cular para ensamblar el resto de los componentes pro- 
teicos. Ku70-Ku80 interacciona con otro complejo pro- 
teico que contiene: la proteínan quinasa, denominada 
DNA-PKcs, y una nucleasa conocida como Artemis. Una 
vez el complejo está formado, los dos extremos rotos del 
DNA son unidos (sinapsis). DNA-PKcs se autofosforilan 
en diversos sitios y también fosforilan a Artemis. Cuan- 
do Artemis esta fosforilada adquiere la función endonu- 
cleasa, qué elimina las extensiones 5' y 3' en forma de 
monohebras o las horquillas de DNA que pueden estar 
presentes en los extremos rotos. Los extremos del DNA 
se separan luego con la ayuda de una helicasa y las 


hebras de cada uno de los dos extremos hibridan por la 
presencia de cortas regiones de complementariedad. 
Artemis corta los segmentos de DNA no apareados que 
se han formado por la hibridación parcial de los extre- 
mos. Estos pequeños huecos son rellenados por la DNA 
polimerasa, Pol y o la Pol A. Finalmente, las mellas son 
selladas por un complejo proteico formado por: XRCC4 
(grupo de complementación cruzada de rayos x), XLF 
(factor parecido a XRCCA), y la DNA ligasa IV. 

Los extremos de DNA no son unidos al azar por 
NHEJ. De hecho, cuando ocurre una ruptura de doble 
hebra de DNA, los extremos son generalmente limita- 
dos por la estructura de la cromatina y por lo tanto 
permanecen juntos. Rara vez se unen extremos con 
secuencias que se encuentran normalmente alejadas en 
el cromosoma, o que son de cromosomas diferentes. 
Estas uniones poco frecuentes pueden ser responsables 
de reordenamientos genómicos ocasionales dramáticos 
y usualmente deletéreos. 


La recombinación específica de sitio produce 
reordenamientos precisos del DNA 


En la recombinación genética homóloga pueden inter- 
venir dos secuencias homólogas cualesquiera. El segun- 
do tipo general de recombinación, la recombinación 
específica de sitio, es un proceso muy diferente, pues 
está limitado a secuencias específicas. Las reacciones 
de recombinación de este tipo tienen lugar en práctica- 
hp todas las células, con funciones especializadas 


e encuentran la regulación de la expre- 
A Os genes, la promoción de reordenamientos 
peripe del DNA durante el desarrollo embriona- 
rio o en los ciclos de replicación de algunos DNA de 
virus y plásmidos. Todos los sistemas de recombinación 
específica de sitio requieren un enzima denominado 
recombinasa y una secuencia única de DNA corta (20 a 
200 pb) sobre la que actúa la recombinasa (el sitio de 
recombinación). Una o más proteínas auxiliares pueden 
regular el momento o los efectos de la reacción. 

Hay dos clases generales de sistemas de recombi- 
nación específicos de sitio, según utilicen residuos de 
Tyr o Ser en el sitio activo. Estudios in vitro de nume- 
rosos sistemas de recombinación específica de sitio de 
la clase de la tirosina han permitido conocer algunos 
principios generales, incluida la ruta fundamental de la 
reacción (Fig. 25-38a). Gracias a que estos enzimas se 
han cristalizado, se han conocido detalles estructurales 
de la reacción. Una recombinasa distinta reconoce y se 
une a cada uno de los dos sitios de recombinación en 
dos moléculas de DNA diferentes o en la misma molé- 
cula de DNA. En cada sitio se corta una cadena de DNA 
en un punto específico dentro del sitio y la recombinasa 
se une covalentemente al DNA en el punto de corte 
mediante un enlace de fosfotirosina (paso Y) ). El enla- 
ce transitorio proteína-DNA conserva el enlace fosfo- 
diéster que se pierde al cortar el DNA, de forma que los 
cofactores de alta energía como el ATP resultan inne- 
cesarios en los pasos siguientes. Las hebras de DNA 
cortadas se unen de nuevo a nuevas parejas para for- 
mar un intermedio de Holliday, con nuevos enlaces 
fosfodiéster creados a expensas del enlace proteí- 
na-DNA (paso @). A continuación se produce un paso 


(a) Recombinasa 


(b) 


de isomerización (paso Y) ), y el proceso se repite en 
un segundo punto dentro de cada uno de los dos sitios 
de recombinación (pasos €) y @). En los sistemas que 
usan un residuo de Ser en el sitio activo, ambas hebras 
de cada sitio de recombinación se cortan a la vez y son 
unidas a las nuevas parejas sin la formación de un inter- 
medio de Hollyday. En ambos sistemas el intercambio 
es siempre recíproco y preciso y los sitios de recombi- 
nación se regeneran cuando se ha completado la reac- 
ción. Se puede concebir una recombinasa como una 
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FIGURA 25-38 Una reacción de recombinación específica de sitio. 
(a) La reacción mostrada es para una ciase común de recombinasas con 
especificidad de sitio denominadas recombinasas de la clase integrasa 
(llamadas así por la integrasa del bacteriófago A, la primera en ser carac- 
terizada). Estos enzimas utilizan residuos de Tyr del sitio activo como 
nucleófilos. La reacción se lleva a cabo en un tetrámero de subunidades 
idénticas. Las subunidades de la recombinasa se unen a una secuencia 
específica, que constituye el sitio de recombinación. @ Una cadena de 
cada uno de los DNA es cortada en puntos específicos de la secuencia, 
El nucleófilo es el grupo -OH de un residuo Tyr del sitio activo y el pro- 
ducto es un @ enlace covalente fosfotirosina entre la proteina y el DNA. 
Después de una isomerización @ las hebras cortadas se unen a otras 
hebras, formando un intermedio de Holliday. Los pasos O, O comple- 
tan la reacción en un proceso similar al de los dos primeros pasos. La 
secuencia original del sitio de recombinación se regenera después de 
recombinar el DNA que Hanquea el sitio. Las reacciones tienen lugar en 
un complejo de múltiples subunidades de recombinasa, que a veces 
incluye otras proteínas que no se muestran aqui. (b) Modelo de con- 
torno de la superficie de una recombinasa de cuatro subunidades de la 
clase integrasa, denominada recombinasa FLP, unida a un intermedio de 
Holliday (las hebras se muestran en azul claro y en azul oscuro), La pro- 
teína se representa en transparencia para que el DNA sea visible Otro 
grupo de recombinasas, denominadas familia resolvasa/invertasa utili- 
zan un residuo de Ser del sitio activo como nucleófilo. [Fuente: (b) de 
PDB ID 1P4E, P. Rice and Y. Chen, 1 Biol Chem. 278). 


endonucleasa específica de sitio y una ligasa en un solo 
enzima. 

Las secuencias de los sitios de recombinación reco- 
nocidas por las recombinasas específicas de sitio son 
parcialmente asimétricas (no palindrómicas) y los dos 


Ry A PO recombinación se alinean con la misma orien- 


te la reacción de la recombinasa. El resul- 
tado depende de la localización y la orientación de los 
sitios de recombinación (Fig. 25-39). Si los dos sitios 
están en la misma molécula de DNA, la reacción da 
lugar a la deleción o a la inversión del DNA limitado por 
ellos, según que los sitios tengan la misma orientación o 
la contraria, respectivamente. Si los sitios están en 
moléculas de DNA diferentes, la recombinación es 
intermolecular; si uno de los DNA, o los dos, son circu- 
lares se produce una inserción. Algunos sistemas de la 
recombinasa son muy específicos para una de estas 
reacciones y actúan solamente sobre sitios con una 
orientación determinada. 

La recombinación específica de sitio puede ser 
necesaria para completar la replicación del cromosoma. 
La reparación del DNA por recombinación del cromoso- 
ma circular bacteriano, aunque indispensable, a veces 
genera productos secundarios dañinos. La eliminación 
de un intermedio de Holliday en una horquilla de repli- 
cación por una nucleasa tal como RuvC, seguida por la 
finalización de la replicación, puede dar lugar a uno de 
dos productos: los dos cromosomas monoméricos nor- 
males o bien un cromosoma dimérico contiguo (Fig. 
25-40). En este último caso, los cromosomas unidos 
covalentemente no pueden segregarse en las células 
hijas durante la división celular, y las células hijas que- 
dan “pegadas”. Un sistema especializado de recombina- 
ción específica de sitio de E. coli, denominado sistema 
XerCD, convierte los cromosomas diméricos en cromo- 
somas monoméricos, para que la división celular pueda 
continuar. La reacción consiste en una deleción especí- 
fica de sitio (Fig. 25-39b). Este es otro ejemplo de la 
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inversión 


Sitios de intercambio 


~ cae) 
(a) 


FIGURA 25-39 Resultado de la recombinación específica de sitio. E! 
resultado de la recombinación específica de sitio depende de ta localiza- 
ción y de la orientación de los sitios de recombinación (rojo y verde) en 
una molécula de DNA de doble cadena. La orientación (indicada por fle- 
chas) se refiere al orden de los nucleótidos en el sito de recombinación, 


estrecha coordinación entre los procesos de recombina- 
ción del DNA y otros aspectos del metabolismo del 
DNA. 


Los elementos genéticos transponibles se mue 
de un lugar a otro OP 


Ahora examinaremos el tercer sistema general de recom- 
binación, la que permite el movimiento de los elementos 
transponibles, o transposones. Se trata de segmentos 
de DNA, presentes en prácticamente todas las células, 
que se mueven o “saltan” de un lugar del cromosoma (el 
sitio dador) a otro en el mismo o diferente cromosoma 
(el sitio receptor). La homología de las secuencias de 
DNA normalmente no es necesaria para este movimien- 
to, denominado transposición; la nueva localización es 
elegida más o menos al azar. La inserción de un transpo- 
són en un gen esencial podría matar la célula, por lo que 
la transposición está fuertemente regulada y normal- 
mente es muy poco frecuente. Los transposones son tal 
vez los parásitos moleculares más simples que han logra- 
do replicarse pasivamente dentro del cromosoma de las 
células huésped. En algunos casos transportan genes 
que son útiles para la célula huésped, con la que mantie- 
nen una especie de simbiosis. 

Las bacterias tienen dos tipos de transposones. 

Las secuencias de inserción (transposones 
simples) contienen solamente las secuencias requeridas 
para la transposición y los genes para las proteínas 
(transposasas) que promueven el proceso. Los trans- 


FIGURA 25-40 Deleción de DNA para neutralizar los efectos deleté- 
reos de la reparación del DNA por recombinación. La resolución de un 
intermedio de Holliday durante la reparación del DNA por recombina- 
ción puede (si se corta en los puntos indicados por las flechas negras) 
generar un cromosoma dimérico continuo. Una recombinasa especiali- 
zada especifica de sitio de E. coli denominada XerCD, convierte el 
dimero en monómeros, permitiendo así la segregación de los cromoso- 
mas y la reanudación de la división celular 


inserción || deleción 


A O co + 
(b) 


no a la dirección 5'—3". (a) Sitios de recombinación con orientaciones 
opuestas en la misma molécula de DNA, El resultado es una inversión. 
(b) Sitios de recombinación con la misma orientación, sea en una molé- 
cula de DNA, que da lugar a una deleción, sea en dos moléculas de 
DNA, que resulta en una inserción 


posones complejos contienen uno o más genes, ade- 
más de los necesarios para la transposición. Estos genes 
adicionales pueden, por ejemplo, conferir resistencia a 
los antibióticos y, por tanto, mejorar las posibilidades de 
pupmprencia ue la célula huésped. La diseminación de 
- a Fesistencia a los antibióticos en las pobla- 

ne tanas causantes de enfermedades, que 
hacen dea eficacia a algunos antibióticos se debe en 
parte a la transposición. 5 


Horquilla en proceso 
de reparación del DNA 
por recombinación 


terminación 
de la replicación 


(GET) 


separación de los monómeros 
por el sistema XerCD 


Repeticiones La transposasa efectúa 


terminales cortes indentados 
f en ef sitio diana 
Transposón 
un——— E A 
— A C—O 
DNA diana 
El transposón se inserta 
en el sitio de los cortes 
A | A B 
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La replicación llena los huecos, 
duplicando las secuencias 
que flanquean el transposón 


FIGURA 25-41 Duplicación de la secuencia de DNA en un sitio diana 
cuando se inserta un transposón. Las secuencias duplicadas durante la 
inserción de un transposón se muestran en rojo. Estas secuencias tienen 
generalmente sólo unos pocos pares de bases y su tamaño, comparado 
con el de un transposón típico, está muy exagerado en este dibujo. 


Los transposones bacterianos varían en estructura, 
pero la mayoría tienen cortas secuencias repetitivas en 
cada extremo, que sirven de sitios de unión de la trans- 
posasa. Cuando ocurre la transposición, una corta 
secuencia del sitio de inserción (de 5 a 10 pb) se dupli 
ca para formar una corta secuencia , 
que flanquea cada extremo del tra spase 5 
(Fig. 25-41). Estos segmentos duplicados son produci- 
dos por el mecanismo de corte responsable de insertar 
el transposón en una nueva localización del DNA. 

En las bacterias hay dos rutas generales para la 
transposición. En la transposición simple o directa (Fig. 
25-42, izquierda), el transposón es escindido por cortes 
a ambos lados y el transposón se desplaza hasta una 
nueva localización. Este proceso deja una rotura de 
cadena doble en el DNA dador que debe ser reparada. 
En el lugar de inserción se produce un corte indentado 
(tal como se ve en la Fig. 25-41), el transposón se inser- 
ta en la rotura y la replicación del DNA llena el hueco 
para duplicar la secuencia de la diana. En la transposi- 
ción replicativa (Fig. 25-42, derecha), se replica el 
transposón completo, dejando atrás una copia en el sitio 
que hace de dador. El cointegrado es un intermedio de 


FIGURA 25-42 Dos rutas generales para la transposición: directa 
(simple) y replicativa. E) El DNA primero se corta a cada lado del trans- 
posón en los lugares indicados por las flechas. @ Los grupos 3'-hidroxilo 
liberados en los extremos del transposón actúan de nucleófilos en un ata- 
que directo sobre los enlaces fostodiéster del DNA diana. Los enlaces 
fosfodiéster diana están desplazados (no se encuentran uno enfrente del 
otro) en las dos cadenas del DNA. @ El transposón se encuentra ahora 
unido al DNA diana. En la transposición directa (izquierda), la replicación 
llena los huecos en cada extremo para completar el proceso. En la trans- 
posición replicativa (derecha) se reptica el transposón entero formándose 
un intermedio cointegrado. Y El cointegrado es a menudo escindido más 
tarde con ayuda de otro sistema de recombinación específico de sitio, El 
DNA huésped cortado dejado atrás por la transposición directa se repara 
por unión de los extremos o bien se degrada (no mostrado). Esta última 
posibilidad puede ser letal para el organismo. 
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este proceso, consistente en la región dadora unida 
covalentemente al DNA del sitio receptor. En el cointe- 
grado hay dos copias completas del transposón, ambas 
con la misma orientación relativa en el DNA. En algunos 
transposones bien caracterizados, el cointegrado inter- 
medio se transforma por recombinación específica de 
sitio, en la que recombinasas especializadas promueven 
la necesaria reacción de deleción. 

Los eucariotas también tienen transposones estruc- 
turalmente similares a los transposones bacterianos y, a 
veces, con mecanismos de transposición similares. En 
otros casos, sin embargo, parece ser que el mecanismo 
de trasposición utiliza un intermedio de RNA, Estos 
transposones han coevyolucionado con ciertas clases de 
virus de RNA. Ambos se describirán en el capítulo 
siguiente. Como se ilustra en la Figura 9-27, cerca de la 
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mitad del genoma humano está formado por varios tipos 
de elementos de transposición. 


Los genes de las inmunoglobulinas se forman por 
recombinación 


Algunos reordenamientos del DNA forman parte del 
programa de desarrollo de los organismos eucaróticos. 
Un ejemplo importante es la producción de genes com- 
pletos de inmunoglobulinas a partir de segmentos de 
genes que se hallan separados en el genoma de los ver- 
tebrados. Los humanos (como otros mamíferos) son 
capaces de producir millones de inmunoglobulinas 
(anticuerpos) diferentes con especificidades de unión 
diferentes, a pesar de que el genoma humano sólo con- 
tiene unos 20.000 genes. La recombinación permite a un 
organismo producir una variedad extraordinaria de 
anticuerpos a partir de una capacidad de codificación 
de DNA limitada. El estudio del mecanismo de recombi- 
nación ha mostrado una estrecha relación con la trans- 
posición del DNA, y sugiere que el sistema para generar 
la diversidad de los anticuerpos puede haber evolucio- 
nado a partir de una antigua invasión de transposones. 

Los genes humanos que codifican las inmunoglobu- 
linas de la clase G (IgG) pueden servir para ilustrar 
como se genera la diversidad de los anticuerpos. Las 
inmunoglobulinas están formadas por'dos cadenas poli- 
peptídicas pesadas y dos ligeras (véase la Fig. 5-21). 
Cada cadena tiene dos regiones, una región variable, 


con una secuencia que difiere mucho de una inmuno- 
globulina a otra y otra región que es prácticamente 
constante dentro de cada clase de inmunoglobulinas. 
Existen también dos familias distintas de cadenas lige- 
ras, denominadas kappa y lambda, que difieren algo en 
la secuencia de sus regiones constantes. Para cada uno 
de los tres tipos de cadena polipeptídica (cadena pesa- 
da y cadenas ligeras kappa y lambda), la diversidad en 
las regiones variables se genera mediante un mecanis- 
mo similar. Los genes de estos polipéptidos están dividi- 
dos en segmentos y el genoma contiene agrupamientos 
con múltiples versiones de cada segmento. La unión de 
una versión de cada segmento crea un gen completo. 

La Figura 25-43 la organización del DNA que codi- 
fica las cadenas ligeras kappa de las IgG humanas, y 
muestra cómo se genera una cadena ligera kappa madu- 
ra. En células sin diferenciar, la información que codifi- 
ca esta cadena polipeptídica está distribuida en tres 
segmentos. El segmento V (variable) codifica los 95 
primeros residuos aminoácidos de la región variable, el 
segmento J (de unión) codifica los 12 residuos restan- 
tes de la región variable y el segmento C codifica la 
región constante. El genoma contiene unos 300 seg- 
mentos V diferentes, 4 segmentos J diferentes y un 
segmento C. 

Cuando una célula madre de la médula ósea se dife- 
rencia para formar un linfocito B maduro, se yuxtapo- 
nen un segmento Y y un segmento J por un mecanismo 
de recombinación especializado (Fig. 25-43). Durante 


Cord parion 


(1 to —300) 


FIGURA 25-43 Recombinación de los segmentos génicos Y y J de la 
cadena ligera kappa de las IgG humanas. E! proceso está diseñado para 
generar la diversidad de los anticuerpos. En la parte superior se muestra 
la disposición de las secuencias codificantes de las IgG en una célula 
germinal de la médula ósea. La recombinación elimina el DNA entre un 
segmento Y determinado y un segmento J. Después de la transcripción 
el transcrito se procesa por corte y empalme del RNA, tal como se des- 
cribe en el Capitulo 26, y luego traducido para producir el polipéptido de 
la cadena ligera. La cadena ligera puede unirse a cualquiera de las 5.000 
posibles cadenas pesadas para producir una molécula de anticuerpo. 
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FIGURA 25-44 Mecanismo del reordenamiento génico de las inmuno- 
globufinas. Las proteínas RAG? y RAG2 se unen a las secuencias señal de 
recombinación (RSS) y cortan una cadena del DNA entre la RSS y los 
segmentos Y (o }) que deben unirse. El extremo 3' hidroxilo liberado 
actúa entonces de nucieófilo, atacando un enlace fosfodiéster en la otra 
cadena para crear un corte de doble cadena. Las h las resulta na 
los segmentos V y J son cortadas y los extremos sẹ un 14 wS 
por un complejo proteico especializado en la reparación y en la Unido 
extremos en cortes de doble cadena. Las etapas implicadas en el corte de 
cadena doble catalizado por RAGI y RAG2 están relacionadas química- 
mente con las etapas descritas en las reacciones de transposición, 


esta deleción programada se elimina el DNA intercala- 
do. Hay unas 300 x 4 = 1,200 combinaciones Y-J posi- 
bles. Este proceso de recombinación no es tan preciso 
como la recombinación específica de sitio descrita ante- 
riormente por lo que se producen cambios adicionales 
de la secuencia en la unión V-J que aumentan la varia- 
ción global en un factor de al menos 2,5; por tanto, las 
células pueden generar unas 2,5 x 1.200 = 3.000 combi- 
naciones V-J diferentes. La unión final de la combina- 
ción V-J a la región C se obtiene por una reacción de 
corte y empalme de RNA después de la transcripción, 
proceso descrito en el Capítulo 26. 

En la Figura 25-44 se ilustra el mecanismo de 
recombinación para unir los segmentos Y y J. Inmedia- 
tamente después de cada segmento Y y justo antes de 
cada segmento J se encuentran secuencias señal de 
recombinación (RSS), a las que se unen unas proteínas 
denominadas RAG1 y RAG2 (productos del gen activa- 
dor de la recombinación). Las protemas RAG catalizan 
la formación de una rotura de doble cadena entre las 
secuencias señal y los segmentos V (o J) que se han de 
unir. Los segmentos Y y J se unen seguidamente con la 
ayuda de un segundo complejo de proteínas. 

Los genes de las cadenas pesadas y de las cadenas 
ligeras lambda se forman de modo similar. Para las 
cadenas pesadas existen más segmentos génicos que 
para las ligeras por lo que son posibles más de 5.000 
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combinaciones. Debido a que cada cadena pesada se 
puede combinar con cualquier cadena ligera para gene- 
rar una inmunoglobulina, cada individuo tiene al menos 
3.000 x 5.000, es decir 1,5 x 10” IgG posibles. Se genera 
aún más diversidad debido a que las secuencias Y están 
sujetas a elevadas tasas de mutación (cuyo mecanismo 
es desconocido) durante la diferenciación de los linfoci- 
tos B. Cada linfocito B maduro produce un solo tipo de 
anticuerpo, pero la gama de anticuerpos producida por 
los linfocitos B de organismo es enorme. 

¿Evolucionó el sistema inmunitario en parte a partir 
de antiguos transposones? El mecanismo para la pro- 
ducción de cortes de doble cadena por RAG1 y RAG2 es 
paralelo a varios pasos de la transposición (Fig. 25-44). 
Además, el DNA eliminado, con sus secuencias termina- 
les RSS, tiene una estructura secuencial que se encuen- 
tra en la mayoría de transposones. En el tubo de ensayo, 
RAGI y RAG2 pueden asociarse con este DNA delecio- 
nado e insertarlo, como si fuese un transposón, en otras 
moléculas de DNA (una reacción que probablemente 
ocurre sólo muy raramente en los linfocitos B). Aunque 
no podemos estar seguros, las propiedades del sistema 
de reordenamiento genético de las inmunoglobulinas 
sugieren un origen en el cual la distinción entre hués- 
ped y parásito ha ido desvaneciéndose a lo largo de la 
evolución. 


RESUMEN 25.3 Recombinación del DNA 


E Las secuencias de DNA se reorganizan en las reac- 
ciones de recombinación en procesos que, en general, 


nene coordinados con la replicación o la 
e 


ión del DNA. 
E La recombinación genética homóloga puede produ- 
cirse entre dos moléculas de DNA cualesquiera que 
compartan homología de secuencia. En las bacterias, la 
recombinación actúa principalmente como un proceso 
de reparación del DNA, centrado en reactivar horquillas 
de replicación detenidas o colapsadas o en la reparación 
general de lesiones de doble cadena. En los eucariotas, 
la recombinación es esencial para asegurar la correcta 
segregación de los cromosomas en la primera división 
meiótica. También contribuye a crear diversidad genéti- 
ca en los gametos resultantes. 
E La unión de extremos no homólogos (NHEJ) pro- 
porciona un mecanismo alternativo para reparar la 
ruptura de la doble hebra, especialmente en células 
eucariotas. 
E La recombmación específica de sitio se produce 
solamente en secuencias diana específicas y este pro- 
ceso también puede involucrar un intermedio de Holli- 
day. Las recombinasas cortan el DNA en sitios especí- 
ficos y ligan las hebras con nuevas secuencias. Este 
tipo de recombinación se encuentra prácticamente en 
todas las células y entre sus muchas funciones se 
encuentran la integración del DNA y la regulación de la 
expresión génica. 
E Prácticamente en todas las células, los transposo- 
nes usan la recombinación para desplazarse dentro o 
entre cromosomas. En los vertebrados, una reacción 
programada de recombinación relacionada con la trans- 
posición une segmentos de inmunoglobulinas para for- 
mar los genes de las inmunoglobulinas durante la dife- 
renciación de los linfocitos B. 
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E Términos clave 


Todos los términos en negrita están definidos en el glosario. 


molde 981 
replicación 
semiconservadora 981 
horquilla 
de replicación 982 
origen 982 
fragmento de Okazaki 982 
hebra conductora 983 
hebra rezagada 983 
nucleasas 983 
exonucleasas 983 
endonucleasas 983 
DNA polimerasas 983 
DNA polimerasas I 983 
cebador 984 
extremo del cebador 984 
procesividad 984 
corrección 
de pruebas 985 
DNA polimerasa III 986 
replisoma 987 
helicasas 987 
topoisomerasas 987 
primasas 987 
DNA ligasas 987 
Elemento de desenrolla- 
miento del DNA (DUE) 989 
AAA + ATPasas 989 
primosoma 991 
catenanos 994 
complejo prerreplicativo 
(pre-RC) 994 
autorización 995 
proteína de mantenimiento 
del minicromosoma 
(MCM) 995 
ORC (complejo de reconoci- 
miento del origen) 995 


EE Problemas 


DNA polimerasa e 996 
DNA polimerasa ê 996 
DNA polimerasa œ 996 
reparación por escisión de 

base 1000 
DNA glucosilasas 1000 
sitio AP 1000 
AP endonucleasas 1001 
DNA fotoliasas 1002 
síntesis de DNA propensa 

al error a través 

de la lesión 1004 
respuesta SOS 1004 
recombinación genética 

homóloga 1005 
recombinación específica 

de sitio 1005 
transposición del 

DNA 1005 
reparación del DNA por 

recombinación 1008 
migración de 

la ramificación 1009 
intermedio 

de Holliday 1009 
meiosis 101] 
modelo de reparación 

de roturas le ca- 

dena 1014 (0) 
unión de extremos 

no homólogos 

(NHEJ) 1015 
transposón 1018 
transposición 1018 
secuencia 

de inserción 1018 
cointegrado 1019 


1. Conclusiones del experimento de Meselson-Stahi El 
experimento de Meselson-Stahl (véase la Fig. 25-2) demostró 
que la replicación del DNA es semiconservadora en E, coli. 
En el modelo “dispersivo” de la replicación del DNA, las he- 
bras parentales de DNA se cortan a trozos de tamaño aleato- 
rio, uniéndose seguidamente con piezas del DNA recién 
replicado para dar nuevos dúplex hijos. Explique por qué los 
resultados del experimento de Meselson-Stahl descartaron 
este modelo. 


2. Análisis de la replicación del DNA con isótopos pesa- 
dos Un cultivo de £. coli que crece en un medio con NH, Cl 
es transferido a un medio que contiene '*NH,Cl durante tres 
generaciones (un aumento de ocho veces en la población). 
¿Cuál es la relación molar entre el DNA híbrido (*N-“N) y el 
DNA ligero (*N-**N) en este momento? 


3. Replicación del cromosoma de E. coli El cromosoma de 
E. coli contiene 4. 639.221 pb. 

(a) ¿Cuántas vueltas de la doble hélice han de desenro- 
llarse durante la replicación del cromosoma de E. coli? 


(bj) A partir de los datos contenidos en este capítulo, 
¿cuánto tiempo tardaría en replicarse el cromosoma de E, coli 
a 37°C si las dos horquillas de replicación avanzasen desde el 
origen? Suponga que la replicación avanza.a una velocidad de 
1000 pb/s. En ciertas condiciones, las células de E. colt pue- 
den dividirse cada 20 min ¿Cómo es posible? 

(c) En la replicación del cromosoma de E. coli ¿cuántos 
fragmentos de Okazaki podrían formarse? ¿Qué factores ga- 
rantizan que los numerosos fragmentos de Okazaki se unan en 
el orden correcto en el nuevo DNA? 


4. Composición de bases de los DNA obtenidos a partir 
de moldes de cadena sencilla Prediga la composición de 
bases de la totalidad del DNA sintetizado por la DNA polime- 
rasa a partir de un molde consistente en una mezcla equimole- 
cular de las dos cadenas complementarias del DNA circular 
del bacteriófago þX174 (una molécula de DNA circular). La 
composición de bases de una de las cadenas es A, 24,7%; G, 
24,1%; C, 18,5% y T, 32,7%. ¿Qué suposición es necesaria para 
resolver este problema? 0 


5. Replicación del DNA Kornberg y colaboradores incuba- 
ron extractos solubles de E. coli con una mezcla de dATP, 
dTTP, dGTP y dCTP, todos marcados con *P en el grupo a.-fos- 
fato. Al cabo de algún tiempo, la mezcla de incubación fue 
tratada con ácido tricloroacético, que precipita el DNA, pero 
no los precursores nucleotídicos. El precipitado fue recogido, 
y la cantidad de precursor incorporado en el DNA fue determi- 
nada a partir de la cantidad de radiactividad presente en el 
precipitado, 

¿Si cualquiera de los precursores nucleotídicos fuese omi- 

ido de la mezcla de incubación, se encontraría radiactividad 

ÉS ? Justificar la respuesta. 

¡Se incorporaría ¥P en el DNA si solamente estuviese 
marcado el dTTP? Justificar la respuesta, 

¿Se encontraría radiactividad en el precipitado si se mar- 
cara con *P el fosfato B o y en tugar del a de los desoxirribo- 
nucleótidos? Explíquelo. 


6. Química de la replicación del DNA Todas las DNA po- 
limerasas sintetizan las hebras nuevas del DNA en la direc- 
ción 55— 3'. En cierto modo, la replicación de las hebras 
antiparalelas del DNA sería más sencilla si hubiese un se- 
gundo tipo de polimerasa que sintetizase DNA en la dirección 
3— 5. Las dos tipos de polimerasa podrían, en principio, 
coordinar la síntesis de DNA sin necesidad de los complicados 
mecanismos requeridos para la síntesis de la hebra rezagada. 
Sin embargo, no se ha encontrado ningún enzima que sinte- 
tice en la dirección 3'— 5'. Sugiera dos posibles mecanismos 
para la síntesis en dirección 3'— 5". El pirofosfato debería ser 
un producto de ambas reacciones. ¿Podrían uno o ambos me- 
canismos tener lugar en la célula? ¿Por qué o por qué no? 
(Sugerencia: podría suponer el uso de precursores inexisten- 
tes en las células). 


7. Actividades de las DNA polimerasas Se está caracteri- 
zando una nueva DNA polimerasa. Cuando se incuba el enzima 
con DNA marcado con [*P] y sin dNTP se observa la liberación 
de ["PJdNMP. Esta liberación se evita añadiendo dNTP no 
marcados. Explique qué reacciones probables soportan estas 
observaciones, ¿Qué esperaría observar si añadiera fosfato en 
lugar de dNTP?. 


8. Hebras conductora y rezagada Confeccione una tabla 
que incluya los nombres y compare las funciones de los pre- 
cursores, los enzimas y otras proteínas necesarios para sinteti- 


zar la hebra conductora en comparación con la hebra rezagada 
durante la replicación del DNA en Æ. coli. 


9. Función de la DNA ligasa Algunos mutantes de E. coli 
contienen una DNA ligasa defectuosa. Cuando se suministra 
timina marcada con *H a estos mutantes y se sedimenta el 
DNA sintetizado en gradientes de sacarosa alcalinos se obtie- 
nen dos bandas de DNA radiactivo. Una banda es de alta masa 
molecular, mientras que la otra es de baja masa molecular. 
Explique este resultado. 


10. Fidelidad de la replicación del DNA ¿Qué factores 
garantizan la fidelidad de la replicación durante la síntesis de 
la hebra conductora del DNA? ¿Esperaría que la hebra reza- 
gada fuese sintetizada con la misma fidelidad que la hebra 
conductora? Justifique sus respuestas. 


11. Importancia de las DNA topoisomerasas en la repli- 
cación del DNA El desenrollamiento del DNA, tal como el 
que ocurre dnrante la replicación, afecta la densidad superhe- 
licoidal del DNA. En ausencia de topoisomerasas, el DNA sería 
sobrenrollado por delante de la horquilla de replicación, a me- 
dida que el DNA se fuese desenrollando por detrás. Una hor- 
quilla de replicación bacteriana se detiene cuando la densidad 
superhelicoidal (0) del DNA por delante de la horquilla de re- 
plicación alcanza +0,14, (véase el Capítulo 24). 

La replicación bidireccional de un plásmido de 6000 pares 
de bases se inicia en-el origen en ausencia de topoisomerasas. 
El plásmido inicialmente tiene una g de 0,06. ¿Cuántos pares 
de bases se desenrollarán y replicarán antes de que las horqui- 
llas de replicación se detengan? Suponga que cada horquilla 
de replicación viaja a la misma velocidad y que todos los c 
ponentes necesarios para la elongación e pre 
cepto la topoisomerasa. (0) 2 


12. Ensayo de Ames En un medio de cultivo carente de his- 
tidina, una ñna capa de agar que contiene unas 10° células de 
Salmonella typhimurium, auxotrofa para la histidina (célu- 
las mutantes que requieren histidina para sobrevivir), produce 
unas 13 colonias durante un período de incubación de 2 días a 
37°C (véase la Fig. 25-20). ¿Cómo pueden aparecer estas co- 
lonias en ausencia de histidina? El experimento se repite en 
presencia de 0.4 pg de 2-aminoantraceno, El número de colo- 
nias producido en 2 días excede las 10.000. ¿Qué indica este 
resultado acerca del 2-aminoantraceno? ¿Qué puede deducir 
acerca de su carcinogenicidad? 


13. Mecanismos de reparación del DNA Las células de 
plantas y vertebrados metilan frecuentemente la citosina del 
DNA para formar 5-metilcitosina (véase la Fig. 8-5a). En estas 
mismas células hay un sistema de reparación especializado 
que reconoce los apareamientos incorrectos G-T y los repara 
dando pares de bases G=C. ¿De qué modo este sistema puede 
ser ventajoso para la célula? (Explíquelo en relación con la 
presencia de 5-metilcitosina en el DNA.) 


14. Coste Energético de la Reparación de Apareamien- 
tos Incorrectos. En las células de E coli, la DNA polimerasa 
IN comete un error de manera excepcional, inserta una G en 
oposición a un residuo A, en la posición correspondiente a 650 
pb desde la secuencia GATC más cercana. El apareamiento 
incorrecto es corregido con precisión por el sistema de repara- 
ción de apareamientos incorrectos. ¿Cuántos enlaces fosfo- 
diester procedentes de deoxinucleótidos (dNTPs) son 
consumidos durante la reparación? En este proceso también 
se utilizan moléculas de ATP, ¿Qué enzima(s) consumen este 
ATP? 
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15. Reparación del DNA en pacientes de xero- 

derma pigmentosum La dolencia conocida como xe- 
roderma pigmentosum (XP) está causada por mutaciones en 
al menos siete genes humanos diferentes (véase el Recuadro 
25-1). Las deficiencias se encuentran en su mayoría en genes 
que codifican enzimas implicados en la ruta de reparación por 
escisión de nucleótido. Los diferentes tipos de XP se designan 
A a G (XPA, XPB, etc.), con unas pocas variantes adicionales 
agrupadas como XP-V, 

Cultivos de fibroblastos procedentes de individuos norma- 
les y de pacientes con XPG se irradian con luz ultravioleta, el 
DNA es aislado y desnaturalizado y el DNA de cadena sencilla 
resultante caracterizado por ultracentrifugación analítica, 

(a) Las muestras procedentes de fibroblastos normales 
muestran una reducción significativa de la masa molecular 
media del DNA de cadena sencilla después de la irradiación, 
pero las procedentes de los fibroblastos XPG no muestran esta 
reducción. ¿Cuál puede ser la causa? 

Si suponemos que un sistema de reparación por escisión 

de nucleótido es operativo en los fibroblastos, ¿qué etapa 
puede ser defectuosa en los fibroblastos de los pacientes con 
XPG? Justificar la respuesta, 
16. Reparación Directa. La lesión 0% -meG se repara nor- 
malmente por una transferencia directa del grupo metil a la 
protema O*-metilguanina-DNA metiltransferasa. Para la se- 
cuencia de nucleotidos AAC(O*? -meG)TGCAC, que incluye la 
lesión (metilación) del residuo G, Cual seria la secuencia de 
las dos hebras de las dos DNA-doble hebra resultantes de la 
replicación en las siguientes situaciones? 

(a) La replicación ocurre antes de la reparación. 

(b) La reparación ocurre después de la reparación. 


ATIO Re rondas de reparación ocurren después de la repa- 


17. Intermedios de Holliday ¿En qué difiere la formación 
de los intermedios de Holliday en la recombinación genética 
homóloga y en la recombinación específica de sitio? 


18. Corte de los intermedios de Holliday Un intermedio 
de Holliday se forma entre dos cromosomas homólogos, en un 
punto entre los genes A y B, tal como se muestra a continua- 
ción. Los cromosomas tienen diferentes alelos de los dos genes 
(A y a, B y b). Dónde habría que cortar el intermedio de Holli- 
day (puntos X y/o Y) para generar un cromosoma que fuese 
portador (a) de un genotipo Ab o (b) de un genotipo ab? 


19. Conexión entre replicación y recombinación especí- 
fica de sitio La mayoría de cepas salvajes de Saccharomy- 
ces cerevisiae contienen múltiples copias del plásmido 
circular 2u (llamado así porque su longitud de contorno es de 
21), con unos 6.300 pb de DNA. El plásmido usa para su repli- 
cación el sistema de replicación del huésped, bajo el mismo 
estricto control que los cromosomas del huésped, replicán- 
dose una sola vez por ciclo celular. La replicación del plásmido 
es bidireccional, con el inicio de ambas horquillas de replica- 
ción en único origen bien definido. Sin embargo, un ciclo de 
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replicación del plásmido 24 puede dar más de dos copias del 
plásmido, lo que resulta en la amplificación del número de co- 
pias del plásmido (número de copias del plásmido por célula) 
siempre que la segregación del plásmido en la división celular 
genere una célula hija con menos copias que las normales, La 
amplificación requiere un sistema de recombinación especí- 
fico de sitio codificado por el plásmido, que sirve para invertir 
una parte del plásmido en relación a la otra. Explique por qué 
una inversión específica de sitio podría dar lugar a la amplifica- 
ción del número de copias del plásmido. (Sugerencia: Consi- 
dere la situación en la que las horquillas de replicación han 
duplicado un sitio de recombinación, pero no el otro.) 
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20. Mutagénesis en Escherichia coli Muchos compuestos 
mutagénicos actúan alquilando las bases del DNA. El com- 
puesto alquilante R7000 (7-metoxi-2-nitronaftol[2,1-b]furano) 
es un mutágeno extremadamente potente. 
R7000 
CH; 


| 
O 


o ' 
R7000 


In vivo, el R7000 es activado por el enzima nitrorreductasa 
y esta forma más reactiva se une covalentemente al DNA, prici- 


palmente, pero no exclusivamente, a los pares de s G=C. 
En un trabajo de 1996, Quillardet, Touati y H 


raron los mecanismos por los que el R7000 cau n 
en E. coli. Compararon la actividad genotóxica de R7000 en 
dos cepas de E, coli: el tipo salvaje (uvr*) y mutantes carentes 
de actividad uvrA (Uvr; véase la Tabla 25-6). En primer lugar 
midieron las tasas de mutagénesis. La rifampicina es un inhibi- 
dor de la RNA polimerasa (véase el Capítulo 26). En su pre- 
sencia, las células no crecen a menos que ciertas mutaciones 
ocurran en el gen que codifica la RNA polimerasa; la aparición 
de colonias resistentes a la rifampicina es un fiel reflejo de las 
tasas de mutación. 

Se determinaron los efectos de diferentes concentracio- 
nes de R7000, con los resultados mostrados en la gráfica si- 
guiente. 
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(a) ¿Por qué aparecen algunos mutantes incluso en au- 
sencia de R7000? 
Quillardet y colaboradores también midieron la tasa de 
supervivencia de bacterias tratadas con diferentes concentra- 


ciones de R7000. 
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(b) Explique por qué el tratamiento con R7000 es letal 
para las células? 

(c) Explique las diferencias entre las curvas de mutagéne- 
sis y las curvas de supervivencia para los dos tipos de bacte- 
rias, Uvr* y Uvr tal como se muestra en las gráficas. 

Los investigadores midieron a continuación la cantidad de 
R7000 unido covalentmente al DNA en E. coli Uvr” y Uvr. in- 
cubaron bacterias con [*H]R7000 durante 10 o 70 minutos, 
extrajeron el DNA y midieron su contenido en (*H] en cuentas 
por minuto (cpm) por pg de DNA. 


*H en el DNA (cpm/ jig) 


Tiempo Uvr* Uvr- 
10 76 159 
70 69 228 


(d) Explique por qué la cantidad de °H disminuye con el 
iempo en la cepa Uvr* y aumenta con el tiempo en la cepa 


ON son. Quillardet y colaboradores examinaron 


los cambios concretos de la secuencia del DNA causados por 
el R7000 en las bacterias Uvr* y Uvr”. Para ello, usaron seis 
cepas diferentes de E coli, cada uma con una mutación pun- 
tual diferente en el gen lacZ, que codifica la B-galactosidasa 
(este enzima cataliza la misma reacción que la lactasa; véase 
la Fig. 14-11). Las células con cualquiera de estas mutaciones 
tienen una f-galactosidasa no funcional por lo que son inca- 
paces de metabolizar lactosa (es decir, un fenotipo Lac“). 
Cada tipo de mutación puntual requería una mutación inversa 
específica para restablecer la función génica de lacZ y el fe- 
notipo Lac*. La siembra de las células en un medio con lac- 
tosa como única fuente de carbono hizo posible seleccionar 
estas células Lac* con mutaciones inversas. La frecuencia de 
cada tipo de mutación se pudo calcular a partir del número de 
células Lac* después de la mutación de una cepa determi- 
nada. 

Primero examinaron el espectro de mutaciones en las cé- 
lulas Uvr. La tabla a continuación muestra los resultados para 
seis cepas, de CC101 a CC106 (con la mutación puntual nece- 
saria para producir células Lac* indicada entre paréntesis). 


Número de células Lac* (promedio + SD) 

CC1I01 CC102 CC103 CC104 CC105 CC106 

(A=T (GC (G=C (G=C (A=T (A=T 
R7000 hasta hasta hasta hasta hasta hasta 


(g/mL) C=G) AT) C=G) T=A) T=A) G=C) 


0 6+3 11x9 2+1 5+3 2l li 
0.075 24+19 34+3 8x4 82+23 40+14 4+2 


0.15 24+4 26+2 9+5 180+71130+50 3+2 


(e) ¿Qué tipos de mutación muestran aumentos significa- 
tivos por encima de la tasa de referencia debido al tratamiento 
con R7000? Dé una explicación plausible de por qué algunos 
tienen frecuencias más altas que otros. 

(F) ¿Pueden explicarse todas las mutaciones indicadas en 
(e) como una consecuencia de la unión covalente de R7000 a 
un par de bases G==C? Explique su razonamiento. 

(g) La Figura 25-27b explica cómo la metilación de los 
residuos de guanina puede dar lugar a una mutación de G=C 
a A=T. Usando una ruta similar, muestre de qué modo la unión 
de R7000 podría dar lugar a las mutaciones de G=C a A=T o 
T=A mostradas anteriormente. ¿Qué base se aparea con el 
grupo R7000? 
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Los resultados con las bacterias Uvr* se muestran en la 
tabla siguiente. 
Número de células Lac* (promedio + SD) 

CC101 CC102 CC103 CC104 CC105 CC106 

(A=T (G=C (G=C (G=C (A=T (A=T 

R7000 hasta hasta hasta hasta hasta hasta 
(pg/mL) C=G) A=T) C=G) T=A) T=A) G=C) 
0 2:12 10:29 3:23 4x2 6x1 051] 

1 7x6 219 8+3 23215 l3x1 1x1 

6 4+3 1547 22+2 68+25 67+14 11 


(h} ¿Indican estos resultados que todos los tipos de muta- 
ciones son reparados con igual fidelidad? Proporciones una 
explicación plausible para su respuesta. 
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Metabolismo del RNA 
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generalmente, la síntesis de una molécula de RNA, 
transcrita a partir de un molde de DNA. A primera 
vista, las cadenas de RNA y de DNA pueden parecer 
similares, con el grupo hidroxilo inene de 2 de 


| a expresión de la información genética requiere, 


contrario del DNA, la mayoría de RNA desempeñan sus 
funciones en forma de cadena sencilla. Estas cadenas se 
pliegan sobre sí mismas y poseen el potencial para una 
diversidad estructural mucho más amplia que la obser- 
vada en el DNA (Capítulo 8). El RNA está, de este 
modo, capacitado para desempeñar una amplia varie- 
dad de funciones celulares. 

El RNA es la única macromolécula conocida que 
tiene a la vez funciones en el almacenamiento y la trans- 
misión de la información y en la catálisis, lo cual ha 
originado muchas discusiones acerca de su posible 
papel como intermediario químico esencial en el desa- 
rrollo de la vida en nuestro planeta. El descubrimiento 
de los RNA catalíticos, o ribozimas, ha cambiado la pro- 
pia definición de enzima, extendiéndola más allá del 
dominio de las proteínas. De todas formas, las proteínas 
siguen siendo importantes para el RNA y sus funciones. 
En la biosfera actual, todos los ácidos nucleicos, inclui- 
do el RNA, forman complejos con proteínas. Algunos de 
estos complejos constituyen maquinarias moleculares 
muy elaboradas, en las que el RNA puede asumir fun- 
ciones estructurales y catalíticas. 

Con la excepción de los genomas de RNA de ciertos 
virus, todas las moléculas de RNA se forman a partir de 
información almacenada permanentemente en el DNA. 
Durante la transcripción, un sistema enzimático con- 
vierte la información genética de un segmento de DNA 
de doble cadena en una cadena de RNA con una 
secuencia de bases complementaria de una de las cade- 
nas del DNA. Existen tres clases principales de RNA. 
Los RNA mensajeros (mRNA) codifican la secuencia 


de aminoácidos de uno o más polipéptidos especifica- 
dos por un gen o por un conjunto de genes. Los RNA de 
transferencia (tRNA) leen la información codificada 
en el mRNA y transfieren el aminoácido adecuado a la 
cadena polipeptídica en crecimiento durante la síntesis 
proteica. Los RNA ribosómicos (rRNA) forman parte 
de los ribosomas, complejas maquinarias celulares que 
sintetizan las proteínas. Muchos otros RNA especializa- 
dos tienen funciones reguladoras o catalíticas o son 
precursores de las tres clases principales de RNA. Estos 
RNA con función especializada han dejado de conside- 
rarse como especies secundarias del catálogo de RNA 


vaci ATRIN ar los vertebrados, los RNA que no pertene- 
T OSAT de las categorías clásicas (mRNA, tRNA, 


TRNA) son ampliamente mayoritarios. 

En la replicación normalmente se copia el cromoso- 
ma entero, mientras que la transcripción es más selecti- 
va. En un momento dado, sólo se transcriben genes o 
grupos de genes determinados y algunas regiones del 
genoma nunca son transcritas. La célula restringe la 
expresión de la información genética a la formación de 
los productos génicos necesarios en cada momento. 
Secuencias reguladoras específicas indican el principio 
y el final de los segmentos de DNA que han de ser trans- 
critos y designan qué cadena del dúplex de DNA se ha 
de utilizar como molde. La regulación de la transcrip- 
ción se describe en detalle en el Capítulo 28. 

El conjunto de todas las moléculas de RNA produ- 
cidas en una célula en unas condiciones determinadas 
se denomina transcriptoma celular. Dada la propor- 
ción relativamente pequeña del genoma humano dedi- 
cada a genes que codifican proteínas, podríamos supo- 
ner que sólo se transcribe una pequeña parte del geno- 
ma humano. No es este el caso. El análisis moderno de 
los patrones de transcripción ha demostrado que una 
gran parte del genoma del hombre y otros mamíferos se 
transcribe en RNA. Los productos no son principalmen- 
te mRNA, tRNA o rRNA, sino diversos RNA con funcio- 
nes especializadas de los que se está descubriendo un 
gran número. Muchos parecen estar implicados en la 
regulación de la expresión génica; sin embargo, debido 
a la gran velocidad a la que se están produciendo nue- 
vos descubrimientos debemos admitir que desconoce- 
mos cuál es la función de muchos de estos RNA. 


107 


1028 Metabolismo del RNA 


En este capítulo examinamos la síntesis de RNA 
sobre el molde de DNA y la maduración postsintética y 
el recambio de las moléculas de RNA. También descri- 
biremos muchas de las funciones especializadas del 
RNA, incluidas las funciones catalíticas. Es de destacar 
que los sustratos de los enzimas de RNA son a menudo 
otras moléculas de RNA. También describiremos los 
sistemas en los que el RNA es el molde y el DNA el 
producto, y no al revés, como es habitual. Las rutas de 
la información cierran así el círculo, mostrando que la 
síntesis de ácidos nucleicos dependiente de un molde 
obedece a reglas generales, independientemente de la 
naturaleza del molde o del producto (RNA o DNA). El 
examen de la interconversión biológica del DNA y el 
RNA como portadores de información plantea inevita- 
biemente la discusión acerca del origen de la informa- 
ción biológica. 


26.1 Síntesis de RNA dependiente 
de DNA 


Comenzaremos el examen de la síntesis del RNA con la 
comparación entre la transcripción y la replicación del 
DNA (Capítulo 25). La transcripción se parece a la 
replicación en su mecanismo químico fundamental, la 
polaridad (dirección de la síntesis) y la utilización de un 
molde. Al igual que la replicación, la transcripción tiene 
fases de iniciación, elongación y terminación. En la lite- 
ratura sobre transcripción, la iniciación se subdivide en 


o Cop 
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FIGURA DE MECANISMO 26-1 Transcripción por la RNA polime- 
rasa en E. coli. Para sintetizar una hebra de RNA complementaria de una 
de las dos hebras del DNA, el DNA se desenrolla temporalmerte. (a) 
Mecanismo catalítico de síntesis de RNA por la RNA polimerasa. 
Observe que se trata esencialmente del mismo mecanismo usado por la 
DNA polimerasa (véase la Fig. 25-S5a). La reacción emplea dos iones 
Mg*, coordinados con los grupos fosfato de los nucleósidos trifosfato 
entrantes (NTP) y con tres residuos Asp, que están muy conservados en 
las RNA polimerasas de todas las especies. Uno de los ¡ones Mg” faci- 
lita el ataque por el grupo 3'-hidroxilo del fosfato a del NTP, el otro ión 
Mg” facilita el desplazamiento del pirofosfato Ambos ¡ones metálicos 
estabilizan el estado de transición pentacovalente. 

(b) En toda momento unos 17 pb del DNA se encuentran desenro- 
lados. La RNA polimerasa y la burbuja de transcripción se mueven de 


fases distintas de unión al DNA e inicio de la síntesis de 
RNA. La transcripción difiere de la replicación en que 
no requiere un cebador y, generalmente, estar limitada 
a segmentos de la molécula de DNA. Además, dentro de 
los segmentos transcritos sólo una de las hebras del 
DNA sirve de molde para una molécula de RNA deter- 
minada. 


El RNA es sintetizado por RNA polimerasas 


El descubrimiento de la DNA polimerasa y su depen- 
dencia de un molde de DNA fue un estímulo para la 
búsqueda de un enzima que sintetizase RNA comple- 
mentario de una hebra de DNA. Hacia 1960, cuatro 
grupos de investigación independientes detectaron un 
enzima en extractos celulares que era capaz de formar 
un polímero de RNA a partir de ribonucleósidos 5'-tri- 
fosfato. Investigaciones posteriores con la RNA polime- 
rasa purificada de Escherichia coli contribuyeron a 
definir las propiedades fundamentales de la transcrip- 
ción (Fig. 26-1). La RNA polimerasa dependiente 
de DNA requiere, además de un molde de DNA, los 
cuatro ribonucleósidos 5'-trifosfato (ATP, GTP, UTP y 
CTP) como precursores de las unidades nucleotídicas 
del RNA y también Mg”. La proteína además une un 
Zn*. La química y el mecanismo de síntesis del RNA 
tiene mucho en común con la síntesis de DNA por las 
DNA polimerasas (véase la Fig. 25.52). La RNA polime- 
rasa alarga una cadena de RNA añadiendo ribonucleóti- 
dos al extremo 3'-hidroxilo y sintetiza el RNA en direc- 


APATION 


Dirección de la transcripción 


Hebra de DNA 
Molde No molde 


(c) 
Vueltas Vueltas 
superhelicoidales Dirección de la transcripción superhelicoidales 
negativas positivas 


DNA 


Salida del RNA 4 entrada de NTP 


izquierda a derecha a lo largo del DNA tal como se muestra, con lo que 
facilitan la síntesis de RNA. El DNA se desenrolla por delante y se sub- 
enrolla por detrás, a medida que se transcribe el RNA. A medida que el 
DNA vuelve a enroliarse, el híbrido RNA-DNA se desplaza y se expulsa 
la hebra de RNA. 

(c) El movimiento de una RNA polimerasa a lo largo del DNA tiende 
a crear vueltas superhelicoidales positivas (DNA sobrenrollado) por 
delante de la burbuja de transcripción y vueltas superhelicoidales negati- 
vas (DNA subenrollado) por detrás de la misma. La RNA polimerasa se 
encuentra en estrecho contacto con el DNA por delante de la burbuja de 
la transcripción, así como con las hebras de DNA separadas y el RNA 
dentro e inmediatamente detrás de la burbuja. Los nuevos NTP son cana- 
lizados a través de un conducto que desemboca en el sitio activo. La hue- 
lla de la polimerasa abarca unos 35 pb de DNA durante la elongación. 


(S)CGCTATAGCGTTTG) Hebra no molde (codificante) de DNA 


(3)GCGATATCGCAAA(S) Hebra molde de DNA 


(5) D0U(3) Transcrito de RNA 


ción 5'-—3”. El grupo 3'-hidroxilo actúa como nucleófilo, 
atacando al fosfato œ del ribonucleósido trifosfato 
entrante (Fig. 26-1a) y liberando pirofosfato. La reac- 
ción global es 


(NMP), + NTP => (NMP) 
RNA RNA alargado 


La RNA polimerasa requiere DNA para su actividad, 
siendo más activa cuando se encuentra unida a un DNA 
bicatenario. Como se ha indicado anteriormente, sólo 
se utiliza una de las dos hebras del DNA como molde. 
La hebra molde de DNA se copia en dirección 3'—-5' 
C(antiparalela a la nueva cadena de RNA), tal como 
sucede en la replicación del DNA. Cada nucleótido en 
el RNA recién formado se selecciona según las interac- 
ciones de apareamiento de bases de Watson y Crick; los 
residuos de U se insertan en el RNA para aparearse con 
residuos de A en el DNA molde, los residuos de G se 
insertan para aparearse con residuos de C, y así sucesi- 
vamente. La geometría de los pares de bases (véase la 
Fig. 25-6) también puede jugar un papel en la selección 
de las bases. 

A diferencia de la DNA polimerasa, la RNA polime- 
rasa no requiere un cebador para iniciar la síntesis. El 
inicio se produce cuando la RNA e 
secuencias específicas de DNA denorm 
res (descritos más adelante). El grupo 5'-trifosfato del 
primer residuo molécula de RNA naciente (de nueva 
síntesis) no es cortado para liberar PPi, sino que se 
mantiene intacto durante toda la transcripción. En la 
fase de elongación de la trascripción, el extremo en 
crecimiento de la nueva cadena de RNA se aparea tem- 
poralmente con el DNA molde para formar una doble 
hélice híbrida RNA-DNA corta, de una longitud de apro- 
ximadamente 8 pares de bases (Fig. 26-1b). El RNA en 
este dúplex híbrido se “despega” poco después de su 
formación y se restablece el dúplex de DNA. 

Para permitir que la RNA polimerasa sintetice una 
cadena de RNA complementaria de una de las hebras 
del DNA, el dúplex de DNA se ha de desenrollar a lo 
largo de una corta distancia, formando una “burbuja” de 


+ PP, 


Spa crec 


DNA 3 


FIGURA 26-3 Organización de la información codificante en el 
genoma del adenovirus. La información genética del genoma de los 
adenovirus (un ejemplo convenientemente sencillo) está codificada en 
una molécuia de DNA de doble hebra de 36.000 pb, cuyas dos hebras 
codifican proteínas. La información para la mayor parte de las proteínas 
está codificada (es decir es idéntica) en la hebra superior (por conven- 
ción, la hebra orientada 5' — 3' de izquierda a derecha). La hebra infe- 
rior actúa corno molde para estos transcritos Sin embargo, unas pocas 


3,6 x 10fbp ~= 
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FIGURA 26-2 Cadenas moide y no molde (codificante) del DNA. Las 
dos cadenas complementarias del DNA se definen por su función en la 
transcripción. El transcrito de RNA se sintetiza sobre la hebra molde 
siendo idéntica en secuencia (con U en lugar de T) a la hebra no molde, 
o hebra codificante. 


transcripción. Durante la transcripción, la RNA polime- 
rasa de E. coli mantiene generalmente unos 17 pb des- 
enrollados. El híbrido de RNA-DNA de 8 pb se encuen- 
tra en esta región desenrollada. La elongación de los 
transcritos por la RNA polimerasa de E. coli transcurre 
a una velocidad de unos 50 a 90 nucleótidos por segun- 
do. La estructura helicoidal del DNA obliga a una rota- 
ción considerable de las hebras de las moléculas de 
ácido nucleico durante el movimiento de las burbujas de 
transcripción. La rotación de las hebras del DNA está 
restringida en la mayor parte de los DNA por proteínas 
de unión a DNA y por otras barreras estructurales. Por 
ello el movimiento de la RNA polimerasa genera ondas 
de vueltas superhelicoidales positivas por delante de la 
burbuja de transcripción y de vueltas superhelicoidales 
negativas por detrás (Fig. 26-1c). Este fenómeno se ha 
observado tanto in vitro como in vivo (en bacterias). En 
la célula, la acción de las topoisomerasas alivia los pro- 
blemas topológicos ocasionados por la transcripción 
(Capítulo 24). 


>> Convención clave: Las dos hebras de DNA complemen- 
tarias tienen papeles diferentes en la transcripción. La 
hebra que sirve de molde para la síntesis de RNA se 
denomina hebra molde. La hebra de DNA comple- 

del molde, la hebra no molde o hebra codi- 
ficante, es idéntica en secuencia de bases al RNA 
transcrito a partir del gen, con U en el RNA en lugar de 
T en el DNA (Fig. 26-2). La secuencia codificante de 
un gen particular puede estar situada en cualquiera de 
las dos hebras de un determinado cromosoma (tal 
como se muestra en la Fig. 26-3 para un virus). Las 
secuencias reguladoras que controlan la transcripción 
(descritas más adelante en este capítulo) se designan 
convencionalmente por las secuencias de la hebra codi- 
ficante. <€< 


La RNA polimerasa dependiente de DNA de Æ. coli 
es un enzima complejo y de gran tamaño con cinco 
subunidades núcleo (a,BB'w; M, 390.000) y una sexta 
subunidad, perteneciente al grupo denominado y, cuyas 


E a 
y 
5 


Transcritos de RNA 


proteínas están codificadas en la hebra inferior, que es transcrita en 
dirección opuesta (y utilizan la hebra superior como molde). La síntesis 
de los MRNA en los adenovirus es, de hecho, mucho más compleja de lo 
que se muestra aquí. Muchos de los mRNA que se muestran para la 
hebra superior como molde se sintetizan inicialmente en forma de un 
transcrito único y largo (25.000 nucieótidos), que se modifica extensa- 
mente para producir los mRNA individuales. Los adenovirus provocan 
infecciones del tracto respiratorio superior en algunos vertebrados. 
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FIGURA 26-4 Estructura del holoenzima de la RNA polimerasa de la 
bacteria Thermus aquaticus. La estructura global de este enzima es 
muy similar a la de la RNA polimerasa de £. coli, el DNA o el RNA no 
están representados. El conjunto de subnidades de la RNA polimerasa 
bacteriana tiene la apariencia de una pinza de cangrejo. Las pinzas están 
formadas por las subunidades ĝ y B' grandes. Las subunidades se mues- 
tran en los mismos colores en el esquema y en la estructura de cintas, 
[Fuente: Estructura de cintas: Información de G. Zhang et al., Cel! 98:811, 
1999, basado en PDB ID 1HQM, L. Minakhin et al, Proc. Nati. Acad. Sci 
USA 98:892, 2001.2] 


variantes se designan por su tamaño (masa molecular). 
La subunidad o se une transitoriamente a la RNA poli- 
merasa núcleo y dirige el enzima hacia sitios de unión 
específicos en el DNA (descritos a continuación). Estas 
seis subunidades constituyen el holoenzima de la RNA 
polimerasa (Fig. 26-4). Hay pues varias formas del 
holoenzima de la RNA polimerasa de E. coli según el 
tipo de subunidad cd. La subunidad más común es la y” 
(M. 70.000) y la discusión que sigue a continuación está 
centrada en el correspondiente holoenzima de la RNA 
polimerasa. 

Las RNA polimerasas carecen de ım s 
independiente con actividad exonucleasa 3'—-5' correc- 
tora de pruebas (tal como el que se encuentra en 
muchas DNA polimerasas), y por ello la tasa de error en 
la transcripción es mayor que en la replicación del DNA 
cromosómico, aproximadamente un error por cada 10* 
o 10*ribonucleótidos incorporados en el RNA. Dado que 
de un solo gen se producen muchas copias de RNA y 
que todos los RNA son finalmente degradados y reem- 
plazados, un error en una molécula de RNA tiene menos 
consecuencias para la célula que un error en la informa- 
ción permanente almacenada en el DNA. Muchas RNA 
polimerasas, incluida la RNA polimerasa bacteriana y la 
RNA polimerasa II eucariótica (estudiada más adelante) 
se detienen cuando se añade una base no apareada 
durante la transcripción y pueden eliminar nucleótidos 
mal apareados del extremo 3” de un transcrito por inver- 
sión directa de la reacción de polimerización. Sin 
embargo, todavía no sabemos si se trata de una auténti- 
ca función correctora y en qué medida contribuye a la 
fidelidad de la transcripción. 


La síntesis del RNA empieza en los promotores 


El inicio de la síntesis de RNA en puntos al azar de la 
molécula de DNA sería un proceso sumamente antieco- 
nómico. Por el contrario, la RNA polimerasa se une a 
secuencias específicas del DNA denominadas promoto- 
res, las cuales dirigen la transcripción de segmentos 
adyacentes de DNA (genes). Las secuencias de unión de 
las RNA polimerasas pueden ser muy variadas. La identi- 
ficación de las secuencias necesarias para la función del 
promotor ha exigido un gran esfuerzo de investigación. 


Cam 


En E. coli, la RNA polimerasa se une a una región 
que se extiende desde unos 70 pb antes del sitio de 
inicio de la transcripción hasta unos 30 pb más allá. Por 
convención, los pares de bases del DNA que correspon- 
den al principio de la molécula de RNA reciben núme- 
ros positivos y los que preceden al sitio de inicio del 
RNA reciben números negativos. La región del promo- 
tor se extiende, pues, de -70 a + 30. El análisis y la 
comparación de las secuencias de la clase más común 
de promotores bacterianos (los reconocidos por la RNA 
polimerasa holoenzima que contiene o”) ha puesto de 
manifiesto similitudes en dos cortas secuencias centra- 
das alrededor de las posiciones —10 y —35 (Fig. 26-5). 
Estas secuencias son sitios de interacción importantes 
para la subunidad o ”. Las secuencias no son idénticas 
en todos los promotores bacterianos, pero ciertos 
nucleótidos que se encuentran con mucha más frecuen- 
cia que otros en cada posición forman una secuencia 
consenso (recuerde la secuencia consenso oriC de E. 
coli; véase la Fig. 25-10). La secuencia consenso de la 
región entorno a -10 es (5)TATAAT(35,; la secuencia 
consenso en la región -35 es (5)TTGACA(3”. Un tercer 
elemento de reconocimiento rico en AT, denominado 
elemento UP (promotor corriente arriba), se encuentra 
entre las posiciones —40 y —60 en los promotores de 
algunos genes con un nivel de expresión elevado, La 
subunidad œ de la RNA polimerasa se une al elemento 
UP. La eficacia de unión y de inicio de la transcripción 
en un promotor por la RNA polimerasa que contiene g” 
depende en buena medida de estas secuencias, del 


Wepaciado entre ellas y de su distancia del sitio de inicio 


rá tansion. 

Numerosas pruebas obtenidas de manera indepen- 
diente atestiguan la importancia funcional de las secuen- 
cias en las regiones -35 y -10. Las mutaciones que 
alteran la función de un promotor determinado afectan 
normalmente a uno de los pares de bases en estas regio- 
nes. Los cambios en la secuencia consenso también 
afectan la eficiencia de la unión de la RNA polimerasa y 
el inicio de la transcripción. El cambio de un solo par de 
bases puede disminuir la velocidad de inicio en varios 
órdenes de magnitud. La secuencia del promotor deter- 
mina, pues, el nivel de expresión basal de los diferentes 
genes de E. coli, que puede ser muy variable. Un méto- 
do para estudiar la interacción de los promotores con la 
RNA polimerasa se muestra en el Recuadro 26-1. 

La ruta de inicio de la transcripción y el destino de 
la subunidad o se conocen cada vez mejor (Fig. 26-6). 
La ruta consta de dos partes principales, cada una con 
múltiples etapas. En primer lugar, la polimerasa dirigida 
por el factor y unido se asocia al promotor y forma suce- 
sivamente un complejo cerrado (en el que el DNA unido 
está intacto) y un complejo abierto (en el que el DNA 
unido está intacto pero parcialmente desenrollado 
cerca de la secuencia -10). Seguidamente, empieza la 
transcripción del complejo, que lleva a un cambio con- 
formacional que transforma el complejo en la forma 
propia de la elongación. El desplazamiento del complejo 
de transcripción lo aleja del promotor (desalojo del pro- 
motor). Cualquiera de estas etapas puede verse afecta- 
da por la forma específica de la secuencia del promotor. 
La subunidad g se disocia estocásticamente (al azar) 
cuando la polimerasa entra en la fase de elongación de 
la transcripción. La proteína NusA (M_ 54.430) se une a 
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FIGURA 26-5 Promotores típicos de E. coli reconocidos por un 
holoenzima de la RNA polimerasa que contiene a”. Se muestran 
secuencias de la hebra no molde que se leen en dirección 5' — 7, tal 
como se acostumbra en representaciones de este tipo. Las secuencias 
varían de un promotar a otro, pero la comparación de muchos promoto- 
res pone de manifiesto similitudes, particularmente en las regiones -10 y 
-35. La secuencia del elemento UP, que no está presente en todos los 
promotores de E. coli, se muestra para el promotor P1 del gen de rRNA 


la RNA polimerasa implicada en la elongación en com- 
petencia con la subunidad o. Una vez finalizada la trans- 
cripción, NusA se disocia del enzima, la RNA polimerasa 
se disocia del DNA y un factor o (a” u otro) puede 


unirse de nuevo al enzima para iniciar 4atranscrip 
Tal como está descrito más extén A 
u 


Capitulo 27, la transcripción de los 

ción están estrechamente ligadas en bacterias. Cuando 
un gen codificante se está transcribiendo, los riboso- 
mas se unen a éi rápidamente y empiezan la traducción 
del mRNA antes de que su síntesis este completa. Otra 
proteína, NusG, se une directamente al ribosoma y a la 
RNA polimerasa, vinculando ambos complejos. El nivel 
de traducción afecta directamente el nivel de trans- 
cripción. 

E. coli tiene otras clases de promotores que son 
reconocidos por los holoenzimas de la RNA polimerasa 
por medio de subunidades o diferentes (Tabla 26-1). Un 
ejemplo son los promotores de los genes del choque 
térmico. Los productos de este conjunto de genes se 
producen en mayor cantidad cuando la célula ha sido 
objeto de una agresión, tal como un aumento brusco de 
la temperatura. La RNA polimerasa se une a los promo- 
tores de estos cuando su subunidad a” es reemplazada 
por la subunidad g” (M_ 32.000), que es específica de 
los promotores del choque térmico (véase la Fig. 28-3). 
La utilización de diferentes subunidades o permite a la 
célula coordinar la expresión de conjuntos de genes 
implicados en importantes cambios de la fisiología celu- 
lar. El conjunto de genes expresados viene determinado 
por la disponibilidad de las diversas subunidades o que, 
a su vez, está determinada por diferentes factores: velo- 
cidades reguladas de síntesis y degradación, modifica- 
ciones postsintéticas que activan o inactivan las subuni- 
dades o individuales y una clase especializada de proteí- 
nas anti-o, cuyos componentes se unen y secuestran 
subunidades o particulares (inutilizándolas para el ini- 
cio de la transcripción). 


altamente expresado rrnB. Los elementos UP se encuentran general- 
mente en la región entre -40 y -60 y estimulan fuertemente la trans- 
cripción de ¡os genes que los contienen. El elemento UP en el promotor 
de rrnB Pl abarca la región entre -38 y -59. ¿a secuencia consenso de 
los promotores de £E. coli reconocidos por uo” es la segunda por arriba. 
Las regiones espaciadoras contienen un número variable de nucleótidos 
(N). Sólo se muestra el primer nucleótido que codifica el transcrito de 
RNA (en la posición +1), 


La transcripción está regulada a diferentes niveles 


La demanda de los diferentes productos génicos varía 
según las condiciones imperantes en la célula o el esta- 
dio de desarrollo. La transcripción de cada gen está 


cuidadosamente para suministrar los produc- 
T os sólo en las proporciones requeridas. Cual- 


quiera de las etapas de la transcripción puede ser regu- 
lada, incluyendo la elongación y la terminación. Sin 
embargo, la unión de la polimerasa y las etapas de inicio 
de la transcripción, esquematizadas en la Fig. 26-6, son 
objeto de regulación preferente. Las diferencias en las 
secuencias del promotor son sólo uno de los diversos 
niveles de control. 

La unión de proteínas a secuencias tanto cerca 
como lejos del promotor también puede afectar los 
niveles de expresión génica. La unión de proteínas 
puede activar la transcripción al facilitar la unión de la 
RNA polimerasa o etapas más alejadas en el proceso de 
inicio, o reprimir la transcripción al bloquear la activi- 
dad de la polimerasa. En E. coli, una proteína que 
activa la transcripción es la proteína receptora 
dependiente de cAMP (CRP), que aumenta la trans- 
cripción de genes que codifican los enzimas del meta- 
bolismo de azúcares diferentes de la glucosa cuando las 
células se cultivan en ausencia de glucosa. Los repre- 
sores son proteínas que bloquean la síntesis de RNA 
en genes específicos. En el caso del represor Lac (Capí- 
tulo 28), la transcripción de los genes del metabolismo 
de la galactosa se bloquea cuando no hay lactosa dispo- 
mbie. 

La transcripción es el primer paso de la compleja y 
energéticamente costosa síntesis proteica; por tanto, la 
regulación de los niveles de proteína, tanto en células 
bacterianas como eucarióticas, se realiza en gran parte 
a nivel de transcripción, sobre todo en sus primeras 
etapas. En el Capítulo 28 se describen muchos de estos 
mecanismos de regulación. 
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RECUADRO 26-1 - MÉTODOS. LaR 


La técnica de la huella (footprinting), basada en 
los principios de la secuenciación del DNA, se utiliza 
para identificar las secuencias de DNA a las que se 
une una proteína determinada. Se aísla un fragmento 
de DNA que supuestamente contiene secuencias 
reconocidas por una proteína de unión al DNA y se 
marca radiactivamente un extremo de una de las 
cadenas (Fig. 1). A continuación, se usan reactivos 
|! químicos o enzimáticos para introducir roturas al 
azar en el fragmento de DNA (de promedio, una rotu- 
ra por molécula). La separación de los productos de 
corte radiactivos (fragmentos rotos de distintas lon- 
| 
| 
| 
| 
| 


Solución de fragmentos idénticos de DNA marcados 
radiactivamente * en un extremo de la hebra. 


Tratamiento con DNasa 
A en condiciones en las que 
cada hebra se corta una * 
sola vez (como promedio) 
No se producen cortes en 
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y desnaturalizar. En el paso siguiente sólo 


cr los fragmentos de DNA marcados | 
se rai las hebras marcadas. 


| Separar los fragmentos mediante electroforesis de poliacrilamida y 
| visualizar las bandas marcadas con una película de rayos X. 
j 


N Z 


FIGURA 1 Huella del sitio de unión de la RNA polimerasa a un 
fragmenta de DNA. Se realizan experimentos separados en presen- 
cia (+) y en ausencia (-) de RNA polimerasa, 


+ — 
| Fragmento de DNA — prn e 
sin cortar | == = | Migración 
Las bandas ausentes indican o 
| | aym 
el lugar en donde estaba | men 
| | unida la polimerasa al DNA | > 
| _ 
-æ 
== a 
e e] 
O DEEA 
| e = 
| > | 
=> == 
| o m | 


Sitio de corte 
de la DNasa 


el área donde estáunida la AA 
RNA polimerasa 


| 

ata RA 
0 O 

| * 1d 

| + —— 


NA polimerasa deja su huella en un promotor 
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gitudes) mediante electroforesis de alta resolución 
produce una “escalera” de bandas radiactivas. En un 
tubo aparte se repite el procedimiento de corte con 
el fragmento de DNA original al que se ha unido la | 
proteína. Los dos conjuntos de productos de corte se | 
analizan y comparan por electroforesis. En la “esca- 
lera” de bandas radiactivas obtenidas de la muestra 
que contiene la proteína se observa un hueco o “hue- 
lla”, atribuible al DNA protegido por la proteína | 
unida, que identifica las secuencias reconocidas por ` | 
la proteína, 
Se puede determinar la localización precisa del | 
sitio de unión de la proteína por secuen- 
ciación directa (véase la Fig. 8-35 ) del | 
mismo fragmento de DNA, incluyendo 
los carriles de secuenciación (no mos- 
trados en esta figura) en el mismo gel 
que la “huella”. En la Figura 2 se mues- 
tran los resultados de una “huella” de la 
fijación de la RNA polimerasa a un frag- | 
mento de DNA que contiene un promo- | | 
tor. La polimerasa cubre de 60 a 80 pb; | 
la protección por el enzima unido com- | 
prende las regiones -10 y -35. 


Promotor 
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RNA polimerasa 


FIGURA 2 Huella de la unión de la RNA polimerasa al promator 

lac (véase la Fig. 26-5). En este experimento el extremo 5” de la | 
hebra no molde fue marcado con radivactividad. El carril C es un 
control en el que los fragmentos de DNA marcado han sido cortados | 
con un reactivo químico que produce un patrón de bandas más uni- 
forme. 
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O Latrancripción ha finalizado. 
NusA se disocia y la RNA 
polimerasa se recicia. 


RNA 


(5) La elongación continúa. a70 
se disocia y es sustituida 
por NusA. 


FIGURA 26-6 Inicio y elongación de la transcripción por la RNA poli- 
merasa de E. coli El inicio de la transcripción requiere varios pasos 
generalmente divididos en dos fases, la unión y el 'nicio. En la fase de 
unión, la interacción micial de la RNA polimerasa con el promotor des- 
ernboca en la formación de un complejo cerrado, en el que el DNA pro- 
motor está unido de forma estable, pero no está desenrollado. Una 
región de DNA de 12 a 15 pb, desde dentro de la región -10 hasta la 
posición +2 o +3, se desenroila a continuación para formar un complejo 
abierto. Se han detectado intermedios adicionales (no mostrados) que 


La terminación de la síntesis del RNA está señalizada 
por secuencias especificas 


La síntesis de RNA es procesiva; es decir, la RNA polimera- 
sa introduce un gran número de nucleótidos en la cadena 
de RNA en crecimiento antes de disociarse. Tiene que ser 
así necesariamente, porque si una RNA polimerasa liberase 
un transcrito prematuramente no podría reanudar la sínte- 
“sis del mismo RNA y debería empezar de nuevo. Sin 
embargo, al topar con ciertas secuencias de DNA se produ- 
ce una pausa en la síntesis de RNA y, en algunas de ellas, 
cesa la transcripción. Nos centraremos de nuevo en los 
bien estudiados sistemas de las bacterias. E. coli posee al 
menos dos clases de señales de terminación: una clase 
actúa mediante un factor proteico denominado p (rho), 
mientras que la otra es independiente de p. 

La mayoría de terminadores independientes de p 
tiene dos características distintivas. La primera es una 


@ LaRNA polimerasa núcleo y la subunidad 
a72 se unen al promotor del DNA. 


Se forma la burbuja 
de la transcripción. 


Complejo Cerrado 


Complejo abierto 


El desalojo del promotor es 
seguido por la elongación. 


conducen a los complejos cerrado y abierto, junto con varios cambios 
conformacionales de las proteinas. La fase de inicio comprende el inicio 
de la transcripción y el desalojo del promotor (pasos del @ al @) Una 
vez comenzada la elongación, se libera la subunidad a que es reempla- 
zada por la proteína NusÁ. La polimerasa abandona el promotor y pra- 
cede a la elongación del RNA (paso O). Una vez finalizada la transcrip- 
ción se libera el RNA, se disocia la proteína NusA y la RNA polimerasa 
se disocia del DNA (paso @). Otra subunidad o se une a la RNA poli- 
merasa y el proceso empieza de nuevo. 


región cuyo transcrito de RNA tiene secuencias auto- 
complementarias, que permiten la formación de una 
estructura en horquilla (véase la Fig. 8-19a) centrada 
15 a 20 nucleótidos antes del final de la hebra de RNA. 
El segundo rasgo es una serie muy conservada de tres 
residuos A en la hebra molde que se transcriben a resi- 
duos U cerca del extremo 3' de la horquilla. Cuando la 
polimerasa llega a un sitio de terminación con esta 
estructura, se detiene (Fig. 26-7a). La formación de la 
estructura en horquilla en el RNA disocia varios pares 
de bases A=U en el segmento híbrido RNA-DNA y 
puede desorganizar interacciones importantes entre el 
RNA y la RNA polimerasa, facilitando de este modo la 
disociación del transcrito. 

Los terminadores dependientes de p carecen de la 
secuencia de residuos A repetidos en la hebra molde, 
pero a veces contienen una secuencia rica en CA deno- 
minada elemento rut (utilización de rho). La proteína p 
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TABLA 26-1 Las siete subunidades o de Escherichia CON 
| Relación respecto 
Subunidad o Kd(nM) Moléculas/célula  alholoenzima (%)* Función 
o” 0,26 700 78 Mantenimiento 
| pa 0,30 110 Modulación de los niveles celulares de nitrógeno 
| g% 4.26 <1 Genes de fase estacionaria 
ga 1,24 <10 Genes de respuesta al choque térmico 
g2 0,74 370 14 Genes de flagelos y quimiotaxis 
g” 2,43 <10 0 Funciones extracitoplasmáticas; algunas funciones 
de respuesta al choque térmico 
g 1,73 <l 0 Funciones extracitoplasmáticas, incluido el transporte 


| de citrato férrico 
Procedencia: Adaptado de H. Maeda et al., Nucleic Acids Res. 28:3497, 2000. 
Observación: los factores y están ampliamente distribuidos en las bacterias; el número varía de uno solo en Mycoplasma genitalium a 63 diferentes 
en Streptomyces coelicolor, 
"Número aproximado de cada subunidad y por célula y la fracción del holoenzima de la RNA polimerasa unida a cada subunidad o durante el 
crecimiento exponencial. Las cifras cambian en función de las condiciones de crecimiento. La fracción de ANA polimerasa unida con cada 
subunidad « refleja tanto la cantidad de una subunidad particular como su afinidad por el enzima. 


se une al RNA en sitios de unión específicos y migra en 
dirección 5'—-3' hasta encontrar el complejo de trans- 
cripción detenido en el sitio de terminación (Fig. 
26-7b). Una vez allí, contribuye a facilitar la liberación 
del transcrito de RNA. La proteína p posee actividad 
RNA-DNA helicasa dependiente de ATP, que promueve 
la translocación de la proteína a lo largo del RNA. El 
ATP es hidrolizado por la proteína p durante grproceso 
de terminación. Se desconoce el mecanismo E e 
de cómo la proteína facihíta la liberación del transcrito 
de RNA. 


Y 


Las células eucarióticas tienen tres tipos de RNA 
polimerasas nucleares 


La maquinaria de la transcripción en el núcleo de una 
célula eucariótica es mucho más compleja que la de las 
bacterias. Los eucariotas tienen tres RNA polimerasas, 
designadas como 1, H y II, que son complejos distintos, 
pero con algunas subunidades en común. Cada polime- 
rasa tiene una función específica y se fija a secuencias 
promotoras específicas. 

La RNA polimerasa I (Pol F) es responsable de la 
síntesis de un solo tipo de RNA, un transcrito denomi- 
nado RNA prerribosómico (o pre-rRNA), que contiene 
el precursor de los rRNA 185, 5,85 y 285 (véase la Fig. 
26-24). La secuencia de los promotorores de Pol I varía 
mucho de una especie a otra. La función principal de la 
RNA polimerasa II (Pol ID es la síntesis de mRNA y de 
algunos RNA especializados. Este enzima puede reco- 
nocer miles de promotores, cuyas secuencias pueden 
diferir ampliamente. Algunos promotores reconocidos 
por la Pol II tienen algunas características comunes, 
entre las que se encuentra la secuencia TATA (secuen- 
cia consenso eucariótica TATA(A/MDACA/M(A/G)) 
cerca del par de bases 30 y una secuencia Inr (inicia- 
dor) cerca del inicio de trascripción del RNA en +1 
(Fig. 26-8). Sin embargo, estos promotores son mino- 
ritarios y las complejas interacciones con proteínas 
reguladoras dirigen la función de Pol ll a muchos pro- 
motores que carecen de estas características. 


La RNA polimerasa HI (Pol ID) produce los tRNA, el 
rRNA 55 y algunos RNA especializados de pequeño tama- 
ño. Los promotores reconocidos por Pol III están bien 
caracterizados. Algunas de las secuencias requeridas 
para la iniciación regulada de la transcripción por Pol 111 
están localizadas dentro del propio gen, mientras que 
otras se encuentran en lugares más convencionales 
iente arriba del sitio de inicio del RNA (Capítulo 28). 
WATION 

a RNA polimerasa Il requiere muchos factores proteicos 
adicionales para su actividad 


La RNA polimerasa Il es fundamental en la expresión 
génica eucariótica por lo que ha sido muy estudiada. 
Aunque esta polimerasa es mucho más compleja que su 
equivalente bacteriana, la complejidad enmascara una 
notable conservación de estructura, función y mecanis- 
mo. La Pol II aislada de levadura es un enzima con 12 
subunidades y con un peso molecular agregado mayor a 
510.000. La subunidad mayor (RBP1) muestra un alto 
grado de homología con la subunidad 8’ de la RNA poli- 
merasa bacteriana. Otra subunidad (RBP2) es estructu- 
ralmente similar a la subunidad 6 bacteriana y otras dos 
(RBP3 y RBP11) muestran cierta homología estructural 
con las subunidades a. bacterianas. La Pol II tiene que 
actuar con genomas más complejos y con moléculas de 
DNA más cuidadosamente empaquetadas que en las 
bacterias. Los contactos proteína-proteína con los 
muchos factores proteicos adicionales requeridos para 
navegar en este laberinto explican buena parte de la 
complejidad añadida de la polimerasa eucariótica. 

La subunidad mayor de la Pol II (RBP1) también tiene 
una propiedad poco usual, una cola carboxilo-terminal, 
consistente en una secuencia consenso de siete aminoáci- 
dos, -YSPTSPS-, repetida muchas veces. Hay 27 repeticio- 
nes en el enzima de levadura (18 idénticas al consenso) y 
52 (21 exactas) en los enzimas de ratón y humanos. Este 
dominio carboxilo-termina! (CTD) está separado del cuer- 
po principal del enzima por una secuencia de unión no 
estructurada. El CTD tiene muchas e importantes funcio- 
nes en la Pol I, como se describe a continuación. 


(a) Terminación independiente de p 


La sintesis de RNA topa con 
una secuencia de terminación. 


Se forma una horquilla de RNA en una 
secuencia palindrómica que reduce la 
longitud del híbrido RNA-DNA. 


Se libera el mRNA. 


FIGURA 26-7 Terminación de la transcripción en E. coli. (a) Termina- 
ción de la transcripción independiente de p. La RNA polimerasa se 
detiene en diversas secuencias de DNA, algunas de las cuales son termi- 
nadores. Hay entonces dos posibilidades: la polimerasa puede ignorar el 
sitio y continuar su camino o el complejo puede sufrir un cambio confor- 
rnacional (isomerización). En el último caso, el apareamiento intramole- 
cular de secuencias complementarias en el transcrito de RNA recién sio- 
tetizado puede formar una horquilla que disocia el híbrido RNA-DNA o 
las interacciones entre el RNA y la polimerasa, o ambas, que tiene como 
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(b) Terminación dependiente de p 


La helicasa p se 
une a un sitio rut. 


sitio rut 


ATP ADP+P, 
La helicasa p migra a lo largo del mRNA 
hacia la RNA polimerasa en elongación. 


La helicasa p separa el mRNA 
del molde de DNA. 


resultado la isormerización. Una región híbrida A=U en el extremo 3" del 
nuevo transcrito es relativamente inestable y el RNA se disocia compile- 
tamente del complejo, dando lugar a la terminación. Este es el desenlace 
habitual en los terminadores. En otros sitios de pausa, el complejo puede 
escapar después del paso de isomerización para continuar la síntesis de 
RNA. (b) Terminación de la transcripción dependiente de p. Los RNA 
que contienen un sitio rut (Rho utilization site) (púrpura) reclutan la 
helicasa p. La helicasa p migra a lo largo del mRNA en dirección 5 — 7 
y lo separa de la polimerasa. 


Varias Secuencia 
secuencias TATA 
reguladoras 


FIGURA 26-8 Algunas secuencias comunes de los promotores reco- 
nocidos por la RNA polimerasa Il eucariótica. La secuencia TATA es e! 
principal punto de agrupamiento para las proteínas de los complejos de 
preinicio de Pol II. El DNA se desenrolla en la secuencia de inicio (Inr) y 
el sitio de inicio de la transcripción se encuentra normalmente en o muy 
cerca de esta secuencia. En fa secuencia Inr consenso mostrada, N 
representa cualquier nucleótido; Y, un nucleótido de pirimidina. Otras 
muchas secuencias sirven de sitios de unión de una amplia variedad de 
proteínas que afectan a la actividad de Pol li. Estas secuencias son 
importantes en la regulación de los promotores de la Pol ji y varían 
ampliamente en tipo y número, pero, en general, la complejidad de los 


Inr 


promotores eucarióticos es mucho mayor que la mostrada aquí (véase la 
Fig. 15-25). Muchas están localizadas a unos pocos centenares de pares 
de bases de ia secuencia TATA en el lado S'; otras pueden encontrarse 
alejadas miles de pares de bases. Los elementos de secuencia aquí mos- 
trados varían más entre los promotores de la Pol II de los eucariotas que 
entre los promotores de E. coli (Fig. 26-5). La mayoría de promotores de 
la Pol H carecen de secuencia TATA, de un elemento consenso inr o de 
ambos. Alrededor de la secuencia TATA y corriente abajo de Inr"(a la 
derecha según esta representación) puede haber secuencias reconoci- 
das por uno o más factores de transcripción. 
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TABLA 26-2 


Proteinas necesarias para el inicio de la transcripción en los promotores 
de la RNA polimerasa 1! (Pol 1!) de los eucariotas 


| Pol II 12 7.000-220.000 Cataliza la síntesis de RNA 
TPB (proteína de unión a TATA) 1 38.000 Reconoce específicamente la secuencia 
TATA 
| TFIIA 2 13.000, 42.000 Estabiliza la unión de TFIIB y TBP al 
| promotor 
TFIIB 1 35.000 Se une a TBP; recluta el complejo Pol H- 
| TFF 
TFIID’ 13-14 14.000-213.000 Necesaria para la iniciación en promotores 
| sin TATA BOX | 
TFIE 2 33.000, 50.000 Recluta TFIIH; posee actividades ATPasa y | 
| helicasa | 
TFIIF 2-3 29.000-58.000 Se une fuertemente a Pol 1l; se une a 
| TFIIB e impide la unión de Pol a 
secuencias de DNA inespecíficas | 
TFIIH 10 35.000-89.000 Desenrolla el DNA en el promotor 
(actividad helicasa); fosforila Pol ll 
(dentro de CTD); recluta el complejo de 
| reparación por escisión de nucleótido. 
Elongación* 
ELL' l 80.000 
pTEFb 2 3.000, Fosforila Pol li (dentro de CTD); 
SII (TFIIS) 1 ATION 
Elongina (SII) 3 15.000, 18.000, 110.000 


* La M, representa las unidades presentes en complejos de células humanas. Algunos componentes tienen tamaños distintos en levadura. 
* La presencia de múltiples copias de algunas de las subunidades de TFIID eleva el numero tota! de subunidades del complejo hasta 21-22. 
*La función de los factores de elongación es suprimir la pausa o detención de la transcripción del complejo Pot II-TFIIF. 


tEl nombre se deriva de eleven-nineteen iysine-rich leukemia. El gen del factor ELL es el sitio de acontecimientos de recombinación cromosómicos 
asociados frecuentemente con la condición cancerosa conocida como leucemia mieloide aguda. 


La RNA polimerasa II requiere numerosas proteínas 
adicionales, denominadas factores de trascripción, 
necesarios para formar el complejo de transcripción 
activo. Los factores de transcripción generales, 
requeridos en todos los promotores de la RNA polime- 
rasa ÍI (factores habitualmente designados TFII con un 
identificador adicional), están muy conservados en 
todos los eucariotas (Tabla 26-2). El proceso de trans- 
cripción por la Pol Il comprende varias fases: ensambla- 
je, inicio, elongación, terminación, cada una asociada a 
proteínas específicas (Fig. 26-9). La vía descrita paso 
a paso a continuación permite la transcripción in vitro. 
En la célula, puede que muchas proteínas estén presen- 
tes como grandes complejos preformados, lo cual sim- 
plificaría las rutas de ensamblaje sobre los promotores. 
La Figura 26-10 y la Tabla 26-2 son útiles para seguir el 
destino de los elementos de este proceso. 


Ensamblaje de la RNA polimerasa y los factores de trans- 
cripción en el promotor La formación de un complejo 
cerrado comienza cuando la proteína de unión a TATA 
(TBP) se une a la secuencia TATA (Figs. 26-9a, paso @, 
y 26-9b). En los promotores carentes de secuencia TATA, 


TBP forma parte de un complejo de múltiples subunida- 
des, denominado TFIID (no mostrado en la Fig. 26-9). 
Los elementos de secuencia que determinan la unión de 
TFUD a los promotores sin TATA son mal conocidos. El 
factor de transcripción TFIIB se une a su vez a TBP y 


FIGURA 26-9 Transcripción en los promotores de RNA polimerasa ll. 
TBP (sobretodo con TFIIA y a veces con TFIID) y TFIIB se unen secuen- 
cialmente al promotor. TFF y Pol ll son posteriormente reclutadas a ese 
compiejo. La adición de TFIIE y TFIIH resulta en un complejo cerrado. 
Dentro del complejo, el DNA se desenrolla en la región Inr por la activi- 
dad helicasa de TFIIH, y tal vez de la de TFHE, que crean un compleja 
abierto que completa el ensamblaje. El dominio carboxilo-terminal de la 
subunidad mayor de la Pol ll es fosforilado por TFIIH y, a continuación, 
la polimerasa abandona el promotor y empieza la transcripción. La elon- 
gación está acompañada de la liberación de muchos factores de trans- 
cripción y también es potenciada por factores de elongación (véase la 
Tabla 26-2). Después de la terminación, la Pol ll es liberada, desfosfori- 
lada y reciclada. (b) La TPB humana unida al DNA . En este complejo el 
DNA está curvado dejando abierto el surco menor que permite la unión 
específica por enlaces de hidrógeno entre la proteína y el DNA. (c) 
Vista de un corte de la elongación de la transcripción promovida par el 
enzima núcteo Pol lt. [Fuente: (b) PDB ID 1TGH, Z.S. Juo et al., 3. Mol 
Bio! 261.239, 1996.] 
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también al DNA a ambos lados de TBP. TFIIA se une y 
junto con TFIIB ayuda a estabilizar el complejo TBP- 
DNA. TFIIB representa un importante punto de anclaje 
para la DNA polimerasa Il. Otro complejo formado por 
TFHF y Pol II se une a continuación al complejo de TFI- 
IB-TBP. TFIIF contribuye a dirigir a la Pol I hacia sus 
promotores, al interaccionar con TFIIB y reducir la unión 
de la polimerasa a sitios no específicos del DNA. Final- 
mente, se unen TFIE y TFIIH para completar el comple- 
jo cerrado. TFIIH tiene diversas subunidades e incluye 
una actividad actividad DNA helicasa, que promueve el 
desenrollamiento del DNA cerca del sitio de inicio del 
RNA (proceso que requiere la hidrólisis de ATP), creán- 
dose así un complejo abierto (Fig. 26-9a, paso Y). Con- 
siderando todas las subunidades de los diversos factores 
(incluyendo TFHA y las subunidades de TFID), este 
complejo de iniciación activado puede estar constituido 
por más de 50 polipéptidos. Los estudios estructurales de 
Roger Kornberg y colaboradores han proporcionado una 
imagen más detallada del núcleo de la RNA polimerasa li 
durante la elongación (Fig. 26-9c). 


Inicio de la hebra de RNA y desalojo del promotor El 
TFIIH tiene una función adicional durante la fase de 
inicio. Una actividad quinasa de una de sus subunidades 
fosforila Pol II en varios lugares del CTD (Fig. 26-9a). 
Otras proteína quinasas, entre las que se encuentra 
CDK9 (quinasa 9 dependiente de ciclina}, que es parte 
del complejo pTEFDb (factor b positivo de elongación de 
la transcripción), también fosforilan el CTD, principal- 
mente en residuos de Ser de la secuencia r ida del 
CTD. Ello provoca un cambio conforma EY 
complejo global, que tiene como consecuencta eFímició 
de la transcripción. La fosforilación del CTD también es 
importante durante la fase de elongación que sigue a 
continuación. El estado de fosforilación del CTD cambia 
a medida que progresa la transcripción. Los cambios 
afectan a las interacciones entre el complejo de trans- 
cripción y otras proteínas y enzimas, de manera que los 
conjuntos de proteínas que se unen en el inicio son 
distintos de los que se unen en etapas posteriores. Algu- 
nas de estas proteínas participan en la maduración del 
transcrito (como se describe a continuación). 

Durante la síntesis de los 60 a 70 nucleótidos inicia- 
les del RNA, se libera primero TFIUE y a continuación 
TFIIH, mientras que Pol Il micia la fase de elongación de 
la transcripción. 


Elongación, terminación y liberación TFIIF permanece 
asociado a Pol II durante toda la elongación. Durante esta 
etapa, la actividad de la polimerasa está muy potenciada 
por proteínas denominadas factores de elongación (Tabla 
26-2). Los factores de elongación, algunos unidos al CTD 
fosforilado, suprimen las pausas durante la transcripción 
y también coordinan las interacciones entre los complejos 
proteicos responsables de la maduración postranscripcio- 
nal de los mRNA. Una vez se ha completado el transcrito 
de RNA finaliza la transcripción. La Pol II se desfosforila y 
se recicla para estar disponible para iniciar otro transcrito 
(Fig. 26-9a, pasos del Y al @). 


Regulación de la actividad de la RNA polimerasa I! La 
regulación de la transcripción en los promotores reco- 
nocidos por Pol Il es muy compleja. Intervienen de 


numerosas proteínas que interaccionan con el complejo 
de preinicio. Algunas de esas proteínas reguladoras 
interaccionan con factores de transcripción, otras con la 
propia Pol II. La regulación de la transcripción se des- 
cribe con más detalle en el Capítulo 28. 


Las diversas funciones de TFIIH En los eucariotas la repa- 
ración del DNA dañado (véase la Tabla 25-5) de los 
genes que están siendo transcritos de forma activa es 
más eficiente que la de otro DNA dañado y la hebra 
molde es reparada algo más eficientemente que la hebra 
no molde. Estas observaciones sorprendentes encuen- 
tran explicación en las funciones alternativas de las 
subunidades del TFIH. El TFIIH no sólo participa en la 
formación del complejo cerrado durante la formación 
del complejo de transcripción (como se ha descrito 
anteriormente), sino que algunas de sus subunidades 
son también componentes esenciales del complejo de 
reparación por escisión de nucleótido (véase la Fig. 
25-25). 

Cuando Poli II se detiene en una lesión del DNA, 

el TFHH puede interaccionar con la lesión y 
reclutar el complejo completo de reparación por esci- 
sión de nucleótido. La pérdida genética de ciertas subu- 
nidades de TFIIH puede causar enfermedades en huma- 
nos. Algunos ejemplos son el xeroderma pigmentosum 
(véase el Recuadro 25-1) y el síndrome de Cockayne, 
caracterizado por retraso del crecimiento, fotosensibili- 
dad y desordenes neurológicos. ™ 


N; ARRAS dependiente de DNA es inhibida 


La elongación de las cadenas de RNA por la RNA poli- 
merasa tanto en bacterias como en eucariotas es inhibi- 
da por el antibiótico actinomicina D (Fig. 26-10). La 
porción plana de esta molécula se inserta (intercala) en 
el DNA de doble hélice entre pares de bases G=C suce- 
sivos, lo que provoca la deformación del DNA. Esto 
impide el desplazamiento de la polimerasa a lo largo del 
molde. Debido a que la actinomicina D inhibe la elonga- 
ción del RNA en células intactas, así como en extractos 
celulares, resulta muy útil para identificar procesos 
celulares que dependen de la síntesis de RNA. La acri- 
dina inhibe la síntesis de RNA de forma similar. 

La rifampicina inhibe la síntesis de RNA en las 
bacterias al unirse a la subunidad f3 de las RNA polime- 
rasas bacterianas, lo que impide el desalojo del promo- 
tor en la transcripción (Fig. 26-6). Ocasionalmente se 
usa como antibiótico. 

El hongo Amanita phalloides ha desarrollado un 
mecanismo de defensa muy efectivo frente a los depre- 
dadores. Produce a-amanitina que impide la forma- 
ción de mRNA en las células animales al bloquear la Pol 
II y, a concentraciones más elevadas, también la Pol HI. 
Ni la Pol I ni la RNA polimerasa bacteriana son sensibles 
a la a.-amanitina, como tampoco lo es la propia RNA 
polimerasa Il de A. phalloides. 


RESUMEN 26.1 Síntesis de RNA dependiente de DNA 


E La transcripción está catalizada por RNA polimera- 
sas dependientes de DNA, que usan ribonucieósidos 
5 Arifosfato para sintetizar RNA complementario de la 


Actinomicina D 


Acridina 


(a) 


hebra molde de un dúplex de DNA. La transcripción 
consta de varias fases: unión de la RNA polimerasa a un 
sitio del DNA denominado promotor, inicio de la síntesis 
del transcrito, elongación y terminación. 

MM La RNA polimerasa bacteriana requiere una subuni- 
dad específica para reconocer el promotor. Como pri- 
mer paso determinante de la transcripción, la unión de 


cripción están fuertemente reguladas. 
se detiene en secuencias denominadas+é 
Ml Las células eucarióticas tienen tres tipos de RNA 
polimerasas. La unión de la RNA polimerasa Il a sus 
promotores requiere un conjunto de proteínas denomi- 
nadas factores de transcripción. Los factores de elonga- 
ción participan en la fase de elongación de la transcrip- 
ción. La subunidad mayor de la Pol Il tiene un largo 
dominio carboxilo-terminal, que se fosforila durante las 
fases de inicio y elongación. 


26.2 Maduración del RNA 


Gran parte de las moléculas de RNA en las bacterias y 
la práctica totalidad de las moléculas de RNA de los 
eucariotas son modificadas en mayor o menor medida 
después de su síntesis. Muchas de las transformaciones 
moleculares más interesantes del metabolismo del RNA 
ocurren durante la modificación posterior a la síntesis. 
Curiosamente, algunos de los enzimas que catalizan 
estas reacciones están compuestos por RNA en lugar de 
proteína. El descubrimiento de los RNA catalíticos, o 
ribozimas, ha representado una revolución en las con- 
cepciones sobre la función del RNA y sobre el origen de 
la vida. 

Una molécula de RNA recién sintetizada se denomi- 
na trascrito primario. Seguramente la modificación 
más importante de los transcritos primarios tenga lugar 
en los mRNA de los eucariotas y en los tRNA tanto de 
bacterias como de eucariotas. Los RNA con funciones 
especializadas también son modificados. 

El transcrito primario de un mRNA eucariótico con- 
tiene, como es natural, las secuencias que corresponden 
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FIGURA 26-10 Actinomicina D y 
acridina, inhibidores de la transcrip- 
ción del DNA. (a) La porción som- 
breada de la actinomicina D es plana y 
se intercala entre dos pares de bases 
sucesivos G=C en el DNA dúplex. Las 
dos estructuras peptidicas cíclicas de la 
molécula de la actinomicina D se unen 
al surco menor de la doble hélice. La 
sarcosina (Sar) es la N-metilglicina; 
meVal representa metilvalina. La acri- 
dina también actúa por intercalación en 
el DNA. (b) Complejo de actinomicina 
D con DNA . El esqueleto del DNA se 
muestra en azul, las bases en blanco, la 
parte intercalada de la actinomicina D 
(sombreada en (a)) en naranja y el 
resto de la actinomicina D en rojo. El 
DNA está curvado a consecuencia de la 
unión de la actinomicina. [Fuente: (b) 
PDB ID 1DSC, C. Lian et al, J. Am. 
Chem. Doc. 118:8791, 1996] 


a un gen, aunque las secuencias que codifican el poli- 
péptido puedan no ser contiguas. Los fragmentos que 
interrumpen la región codificante del transcrito se 
denominan intrones y los segmentos codificantes se 
denominan exones (véase la discusión sobre los imtro- 
nes y los exones del DNA en el Capítulo 24). En un 
proceso denominado corte y empalme (splicing) del 
RNA, se eliminan los intrones del transcrito primario y 


pe ATT. se unen para formar una secuencia continua 
cifica un polipéptido funcional. Los mRNA 


eucarióticos también se modifican en ambos extremos. 
Un residuo modificado, denominado casquete 5', se 
añade al extremo 5'. El extremo 3' se corta y se le aña- 
den unos 80 a 250 residuos de A para formar una “cola” 
de poli(A). Los elaborados complejos proteicos que lle- 
van a cabo estos tres procesos de maduración del RNA 
no operan independientemente. Parece que están aso- 
ciados unos con otros y con la CDT fosforilada de la Pol 
ll, cada complejo influye en la función de los otros. 
Otras proteínas que intervienen en el transporte del 
mRNA al citoplasma también están asociadas con el 
mRNA en el núcleo y la modificación del transcrito está 
acoplada a su transporte. En efecto, un mRNA eucarió- 
tico a medida que es sintetizado entra a formar parte de 
un complejo que consta de docenas de proteínas. La 
composición del complejo cambia a medida que se 
modifica el transcrito, se transporta al citoplasma y es 
cedido a los ribosomas para la traducción. Estos proce- 
sos se resumen en la Figura 26-11 y se describen con 
mayor detalle a continuación. 

Los transcritos primarios de los tRNA de procario- 
tas y de eucariotas también se modifican por elimina- 
ción de secuencias de cada extremo (corte) y en unos 
pocos casos por eliminación de intrones (corte y empal- 
me). También se modifican muchas bases y azúcares de 
los tRNA; en el tRNA maduro abundan las bases que no 
se encuentran habitualmente en otros ácidos nucleicos 
(véase la Fig. 26-22). Muchos de los RNA con función 
especializada también sufren elaborados procesos de 
maduración que, a menudo, incluyen la eliminación de 
segmentos de uno o ambos extremos. 
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FIGURA 26-11 Formación del transcrito primario y su modificación 
durante la maduración del mRNA en una célula eucariótica. El cas- 
quete 5' (en rojo) se añade antes de que se complete la síntesis del 
transcrito primario. En naranja se muestra una secuencia terminal no 
codificante (intrón), a continuación del último exón. El corte y empalme 
puede tener lugar antes o después de las etapas de corte y poliadenila- 
ción. Todos los procesos aquí representados tienen lugar en el núcleo. 
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FIGURA 26-12 El casquete en 5' del mRNA. (a) La 7-metilguanosina 
(m'G) se une al extremo 5 de casi todos los mRNA eucarióticos con un 
enlace poco usual 5',5'-trifosfato. Se encuentran a menudo grupos metilo 
(en rojo) en la posición 2' del primer y segundo nucleótidos, Los RNA de 
las levaduras carecen de los grupos 2'-metilo. El grupo 2'-metilo del 


7-Metilguanosina (a © PAATI 0) N 


Extremo 5' del RNA 
con grupo trifosfato 


¿PONp 


El destino final de todos los RNA es la degradación 
regulada y completa. La velocidad de recambio de los 
RNA es fundamental para determinar su nivel de estado 
estacionario y y la velocidad a la que cesa la expresión 
de un gen cuando su producto ya no es necesario para 
la célula. Durante el desarrollo de los organismos pluri- 
celulares, por ejemplo, ciertas proteínas se han de 
expresar solamente en una etapa, por lo que los mRNA 
que las codifican se han de sintetizar y destruir en el 
momento adecuado. 


Los mRNA eucarióticos poseen un casquete 
en el extremo 5' 


La mayoría de mRNA eucarióticos tienen un casquete 
en 5”, un residuo de 7-metilguanosina unido al residuo 
5'-terminal del mRNA a través de un poco común enlace 
5'5'-trifosfato (Fig. 26-12). El casquete en 5” ayuda a 
proteger el mRNA de las ribonucleasas. El casquete 
también se une a un complejo proteico específico de 
unión al casquete y participa en la unión del mRNA al 
ribosoma para iniciar la traducción (Capítulo 27). 

El casquete 5' se forma por condensación de una 
molécula de GTP con el trifosfato del extremo 5' del 
transcrito. La guanina se metila posteriormente en N-7 y, 
a menudo, se añaden grupos metilo adicionales en los 2' 


Enzima sintetizat 
AP) del casquete 
PL Y) 
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segundo nucleótido generalmente sólo se encuentra en los RNA de las 
células de vertebrados. (b) La formación del casquete en 5' precisa de 
cuatro a cinco pasos diferentes. (AdoHcy es la abreviatura de 5-adenosil- 
homocisteina). (c) La síntesis del casquete la realizan enzimas anclados al 
CTD a través de la asociación con el complejo de unión al casquete (CBC). 


FIGURA 26-13 Reacción de transesterifica- 5: 
ción. Este es el primer paso en el corte y 
empalme en dos pasos de los intrones del 
grupo l, En este ejemplo el 3' OH de una molé- 
cula de guanosina actúa de nucleófilo, atacando 
el enlace fosfodiéster entre los residuos U y A 
en el límite exón-intrón de una molécula de 


mRNA (véase la Fig. 26-14). 
Guanosina 


hidroxilos del primer y segundo nucleótidos adyacentes 
al casquete (Fig. 26-12a). Los grupos metilo proceden 
de la S-adenosilmetionina. Todas estas reacciones suce- 
den en los primeros estadios de la trascripción, después 
de añadir los primeros 20 o 30 nucleótidos del transcrito. 
Los tres enzimas responsables de la inserción del cas- 
quete, y por su mediación el extremo 5' del propio trans- 
crito, están asociadas al CTD de la RNA polimerasa l 
hasta que se sintetiza el casquete. Entonces, el complejo 
de síntesis del casquete se separa del extremo 5' y éste 
se une el complejo de unión al casquete (Fig. 26-12c). 
El casquete no protege completamente al transcri- 
to. El virus de la gripe tiene un genoma formado por 8 
segmentos de RNA monocatenario. reno son 
critos por una RNA polimerasa dependi ja 
heterodímero formado por las subunidades PA, P 
PB2. El virus no necesita enzimas especializadas para la 
síntesis de los casquetes 5” ya que las obtiene de los 
transcritos del huésped en un proceso llamado “arreba- 
to del casquete” (cap-snatching). Un transcrito del 
huésped se une a la subunidad PB2 de la polimerasa 
viral y es posteriormente cortado por la endonucleasa 
en la subunidad PA. La subunidad PB1 utiliza el oligonu- 
cleótido encasquetado como cebador para la síntesis 
viral del RNA. 


Intrones y exones se transcriben del DNA al RNA 


En las bacterias, una cadena polipeptídica está codifica- 
da, generalmente, por una secuencia de DNA que es 
colineal con la secuencia de aminoácidos, que se extien- 
de sin interrupción a lo largo del molde de DNA hasta 
completar la información necesaria para especificar el 
polinéptido. Sin embargo, la noción de que todos los 
genes son contmuos fue desmentida cuando en 1977 
Phillip Sharp y Richard Roberts descubrieron, indepen- 
dientemente, que en los eucariotas mucho genes de los 
polipéptidos están interrumpidos por secuencias no 
codificantes (intrones). 

La inmensa mayoría de los genes de los vertebrados 
contienen intrones; entre las pocas excepciones se 
encuentran los genes que codifican las histonas. La pre- 
sencia de intrones en otros eucariotas es variable. 
Muchos genes de la levadura Saccharomyces cerevi- 
siae carecen de intrones, pero son más frecuentes en 
los genes de otras especies de levaduras. Los intrones 
también se encuentran en unos pocos genes de bacte- 
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rias y arquebacterias. Los intrones del DNA son trans- 
critos junto con el resto del gen por las RNA polimera- 
sas. A continuación se cortan los intrones del transcrito 
primario de RNA y se empalman los exones para formar 
un RNA maduro y funcional. En los mRNA de eucario- 
tas, la mayoría de los exones tienen menos de 1.000 
nucleótidos de longitud y una gran parte se encuentra 
en el intervalo de 100 a 200 nucleótidos; codifican, por 
tanto, segmentos de 30 a 60 aminoácidos de longitud 
dentro de un polipéptido de mayor longitud. El tamaño 
de los intrones varía entre 50 y 700.000 nucleótidos, con 
una longitud mediana de 1.800. Los genes de los euca- 
riotas superiores, incluidos los humanos, tienen gene- 
ralmente mucho más DNA dedicado a los intrones que 


(BA 109 Rones. Los aproximadamente 20.000 genes del 


genoma humano imcluyen más de 200.000 intrones. 


El RNA cataliza el corte y empalme de los intrones 


Hay cuatro tipos de intrones. Los dos primeros, denomi- 
nados intrones del grupo I y del grupo II, difieren en los 
detalles de sus mecanismos de corte y empalme, pero 
comparten una característica sorprendente: son de 
autocorte y empalme (self-splicing). No son necesa- 
rios enzimas proteicos. Los intrones del grupo I se 
encuentran en algunos genes nucleares, mitocondriales 
y de cloroplastos que codifican rRNA, mRNA y tRNA. 
Los intrones del grupo II se encuentran generalmente 
en los transeritos primarios de los mRNA de mitocon- 
drias o cloroplastos, en hongos, algas y plantas. Tam- 
bién se encuentran intrones del grupo I y del grupo ll en 
los raros ejemplos de intrones bacterianos. Ninguno de 
los dos grupos necesita cofactores de alta energía (tales 
como el ATP) para el corte y empalme. En ambos gru- 
pos, los mecanismos de corte y empalme incluyen dos 
reacciones de transesterificación (Fig. 26-13), en las 
que un grupo 2”- o 3'-hidroxilo de una ribosa realiza un 
ataque nucleofílico sobre un fósforo, formándose un 
nuevo enlace fosfodiéster a expensas del anterior mien- 
tras se mantiene el balance energético. Estas reacciones 
son muy parecidas a las reacciones de rotura y unión del 
DNA catalizadas por las topoisomerasas (véase la Fig. 
24-19 ) y las recombinasas específicas de sitio (véase la 
Fig. 25-38 ). 

La reacción de corte y empalme del grupo I requie- 
re un nucleósido de guanina o un cofactor nucleotídico, 
pero el cofactor no se utiliza como fuente de energía, 
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sino que el grupo 3'-hidroxilo de la guanina se utiliza 
como nucleófilo en el primer paso de la ruta de corte y 
empalme. El grupo 3'-hidroxilo de la guanosina forma 
un enlace 3',5'-fosfodiéster normal con el extremo 5' del 
intrón (Fig. 26-14). El 3'-hidroxilo del exón desplazado 
en este paso actúa seguidamente como nucleófilo en 
una reacción similar en el extremo 3' del intrón, El 
resultado es la escisión precisa del intrón y la ligación 
de los exones. 

En los intrones del grupo II el patrón de reacción 
es similar excepto que el nucleófilo del primer paso es, 
en este caso, el grupo 2'-hidroxilo de un residuo de A 
situado dentro del intrón (Fig. 26-15). Se produce un 
intermediario ramificado con una estructura en forma 
de lazo. 

El autocorte y empalme de los intrones fue descu- 
bierto en 1982 en los estudios sobre el mecanismo de 
corte y empalme del intrón de 
grupo I del rTRNA del protozoo 
ciliado Tetrahymena thermo- 
phila, llevados a cabo por Tho- 
mas Cech y colaboradores. 
Estos investigadores transcri- 
bieron in vitro DNA aislado de 
Tetrahymena (incluyendo el 
intrón) usando RNA polimera- 
sa bacteriana purificada. El 
RNA resultante se cortaba y 
empalmaba a sí mismo con pre- 
cisión sin la participación de 


ninguna proteína enzimática de 
Tetrahymena. El 
miento de que los 


tener funciones catalíticas fue 
una importante contribución a la comprensión de los 
sistemas biológicos y un importante paso adelante en la 
comprensión de cómo la vida probablemente evoluciono. 


Thomas Cech [Fuente: 
Foto de Glenn Asakawa/ 
University of Colorado. ] 


Transcrito 
primario 


FIGURA 26-14 Mecanismo de corte y empalme 
de los intrones del grupo I. Ei nucieófilo del primer 
paso puede ser guanosina GMP, GDP o GTP. El 
intrón escindido es finalmente degradado. 


5" Exón 


RNA cortado y empalmado 


En eucariotas, la mayoría de intrones experimentan 
corte y empalme por el mismo mecanismo de formación 
de lazo de los intrones del grupo li . A pesar de eso, el 
corte y empalme de los intrones sucede en un gran com- 
plejo proteico llamado espliceosoma, y estos intrones, 
los intrones de espliceosoma, no se les asigna un 
numero de grupo. El espliceosoma está formado por 
complejos RNA-proteína especializados, denominados 
pequeñas ribonucleoproteínas nucleares (snRNP). 
Cada snRNP contiene un RNA de 100 a 200 nucleótidos 
de un tipo denominado pequeños RNA nucleares 
(snRNA). En los núcleos eucarióticos se encuentran 
generalmente cinco snRNA (Ul, U2, U4, U5 y U6) en 
abundancia, implicados en las reacciones de corte y 
empalme. En levadura, varias snRNPs incluyen aproxi- 
madamente 100 proteinas diferentes, la mayoría de los 
cuales tienen homológos cercanos en otros organismos 
eucariotas. En humanos, estos componentes conserva- 
dos de las proteínas consisten en más de 200 proteínas 
adicionales. Los espliceosomas se encuentran, de ste 
modo, entre las maquinas macromoleculares más com- 
plejas en cualquier célula eucariota. Los componentes 
del espliceosoma formados por RNA son los catalizado- 
res de los diferentes pasos del mecanismo de corte y 
empalme. La complejidad general se puede considerar 
una nucleoproteína chaperona muy flexible que se 
puede adaptar a la gran diversidad en tamaño y en 
secuencia de los mRNA nucleares . 

Los intrones de espliceosoma tienen generalmente 
la secuencia de dinucleótidos GU y AG en los extremos 

3, respectivamente, que marcan el sitio de corte y 

A Ul contiene una secuencia comple- 

entaria de secuencias próximas al sitio 5” de corte y 
empalme de los intrones de los mRNA nucleares 
(Fig. 26-16a), y el Ul de la snRNP se une a esta región 
del tránscrito primario. Una unidad U2 snRNP se une al 
extremo 3”. La adición de snRNP con U4,U5 y U6 condu- 


Intrón 


£ El 3" OH de la guanosina 
actúa como nucleófilo 
atacando el fosfato en el 
sitio de corte y empalme 5”. 


El 3" OH del exón 5' 
se convierte en el nucleófilo 
y completa la reacción. 


5' 
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i Intrón 


El 2* OH de una adenosina específica 
del intrón actúa como nucieófilo, 
atacando el sitio de corte y empalme 5" 
para formar una estructura en lazo. 
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FIGURA 26-15 Mecanismo de corte y 
empalme de los intrones del grupo II. La 
química es similar a ta del corte y 
empalme de los intrones del grupo l. 
excepto en la identidad del nucleófilo del 
primer paso y la formación de un inter- 
medio tipo lazo en el que una rama es un 
enlace fosfodiéster 2',5'. 


intermedio 

5' — _ > 3 
El 3’ OH del exón 5' actúa La adenosina de la estructura 
como nucieófilo completando en tazo contiene tres enlaces 
la reacción. tosfodiéster. 
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ce a la formación del espliceosoma (Fig. 26-16b). En un 
primer momento, se secuestran las partes claves del sitio 
activo en el mecanismo de corte y empalme en U6 a tra- 
vés de la hibridación con partes de U4 previniendo el 
corte no direccionado de enlaces fosfodiéster, Los snR- 
NAs U4 y U6 deben encontrarse desenrollados y separa- 
dos para exponer los sitios activos que se necesitan para 
el primer paso de corte y empalme. Todos los pasos en el 
proceso son reversibles. Las proteínas asociadas con los 
varios snRNPs tienen a veces multiples funciones de 
forma individual: el mecanismo de corte y empalme, 
transporte del mRNA al citoplasma, traducción, y la 
degradación del mRNA. Para la formación del espliceoso- 
ma se requiere ATP, pero no para las reacciones de corte 
y empalme. Algunos intrones de mRNA se cortan y 
empalman por un tipo menos común de complejo de 
corte y empalme, en el que las snRNP con Ul y con U2 
son reemplazadas por snRNP con U11 y U12. Mientras 
que los espliceosomas que contienen Ul y U2 eliminan 
los intrones con secuencias terminales (5)GU y AG(3), 
como se muestra en la Figura 26-16, los espliceosomas 
con Ull y U12 eliminan una clase rara de intrones que 
tienen secuencias terminales (5)AU y AC(3) para mar- 
car los sitios de corte y empalme del intrón. 

Algunos componentes de la maquinaria de corte y 
empalme se encuentran unidos a la CTD de la RNA 
polimerasa Il; ello sugiere que la reacción de corte y 
empalme, al igual que otras reacciones de maduración 
del RNA, está finamente coordinada con la transcrip- 


ción (Fig. 26-16c). Cuando se sintetiza el primer punto 
de corte se une un espliceosoma anclado. Acto seguido, 
el segundo punto de corte es capturado a su paso por el 
complejo, lo que facilita la yuxtaposición de los extre- 
mos del intrón y el subsiguiente proceso de corte y 
empalme. Después del corte y empalme, el intrón per- 
manece en el núcleo y es finalmente degradado. 

Los espliceosomas usados en el corte y empalme 
del mRNA nuclear ha evolucionado, con casi absoluta 
certeza, a partir de los intrones más antiguos del grupo 
II, por la contribución de la flexibilidad catalítica y de 
regulación de las snRNP relativa a la de sus ancestros de 
autocorte y empalme. 

Una cuarta clase de intrones, que se encuentra en 
ciertos tRNA, se distingue de los intrones de los grupos 
I y Il en que la reacción de corte y empalme requiere 
ATP y una endonuecleasa. La endonucleasa de corte y 
empalme corta los enlaces fosfodiéster en ambos extre- 
mos del intrón y los dos exones se unen por un meca- 
nismo similar al de la reacción de la DNA ligasa (véase 
la Fig. 25-16). 

Aunque los intrones de espliceosoma están aparen- 
temente limitados a los eucariotas, las otras tres clases 
de intrones no lo están. Se han encontrado genes con 
intrones del grupo I y del grupo Il en las bacterias y en 
los virus bacterianos. El bacteriófago T4, por ejemplo, 
tiene varios genes que codifican proteínas con intrones 
del grupo 1. Puede ser que los intrones sean más fre- 
cuentes en las arquea que en las bacterias. 
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FIGURA 26-16 Mecanismo de corte y empalme en los transcritos 
primarios de mRNA. (a) Interacciones de apareamiento de RNA en la 
formación de los complejos del espliceosoma. El snRNA Ul tiene una 
secuencia próxima de su extremo 5' complementaria del sitio de corte y 
empalme del extremo 5 del intrón. El apareamiento de bases de Ul a 
esta región del transcrito primario ayuda a definir el sitio de corte y 
empalme en 5' durante la formación del espliceosoma (y representa la 
pseudouridina; véase la Fig, 26-22). U2 está apareado con el intrón en 
una posición que contiene el residuo À (de color rosa) que actúa de 
nucleófilo durante la reacción de corte y empalme. £l) apareamiento del 
snRNA U2 produce una protuberancia que desplaza y ayuda a activar el 
adenilato, cuyo 2' OH formará la estructura en lazo mediante un enlace 
2" 5'fosfodiéster. 

(b) Formación de los espliceosomas, Todos los pasos son reversi- 
bles pero se muestran de forma en hacia delante para simplificar Pri- 
mero se unen los snRNP U1 y U2, a continuación se unen los restantes 
snRNP (el complejo U4-U6 y US) para formar un espliceosoma inactivo. 
Reordenamientos internos convierten esta especie en un espliceosoma 
activo, del que se han expulsado U1 y U4 y donde U6 está apareado 
simultáneamente con el sitio de corte en 5' y con U2, A continuación 
siguen las etapas catalíticas, similares a ias de los intrones del grupo |i 
(véase la Fig. 26-15). El espliceosoma activo esta ilustrado en la portada 
de este libro. 

(c) La coordinación del corte y empalme y la transcripción une los 
dos sitios de corte y empalme. Véase el texto para más detalles Todos 
los pasos son reversibles. El espliceosoma duplica el tamaño de la RNA 
polimerasa Il 


, 


Los mRNA eucarióticos tienen una estructura 
característica en el extremo 3' 


La mayor parte de mRNA eucarióticos/Que 
ben en el citoplasma tienen una cadena 
de 30 residuos en levadura y de 50 hast: 
les, que forman la cola de poli(A). Esta cola sirve de 
sitio de unión de una o más proteínas específicas. La 
cola de poli(A) y sus proteínas asociadas tienen una 
variedad de papeles en la coordinación de la transcrip- 
ción y la traducción, y probablemente ayudan a prote- 
ger al MRNA de la destrucción enzimática. Muchos RNA 
bacterianos también adquieren colas de poli(A), pero 
estas colas estimulan la degradación del mRNA en lugar 
de protegerlo. 

La cola de poli(A) se añade mediante un proceso 
que consta de múltiples etapas. El transcrito se extien- 
de más allá del sitio donde debe añadirse la cola de 
poli(A), a continuación es cortado en el sitio de adición 
del poli(A) por un componente endonucleasa de un 
gran complejo enzimático, también asociado a la CTD 
de la RNA polimerasa II (Fig. 26-17). El sitio del mRNA 
en donde se produce el corte está indicado por dos 
secuencias: la secuencia (5) AAUAAA(3”, altamente 
conservada, situada de 10 a 30 nucleótidos en el lado 5 
(corriente arriba) del sitio de corte y una secuencia 
peor definida, rica en residuos de G y U, situada de 20 a 
40 nucleótidos corriente abajo del sitio de corte. El 
corte genera el grupo 3'-hidroxilo libre que caracteriza 
el extremo final del mRNA, al que se añaden inmediata- 
mente los residuos de A por la poliadenilato polime- 
rasa, que cataliza la reacción 


RNA + nATP — RNA-(AMP), + nPP, 


donde n = 80 a 250. Este enzima no requiere molde, 
pero necesita el MRNA cortado como cebador. Estas 
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FIGURA 26-17 Adición de la cola de politA) al transcrito primario de 
RNA de los eucariotas. Pol || sintetiza RNA más allá del segmento del 
transcrito que contiene las secuencias seña! para el corte, incluida la 
secuencia corriente arriba, altamente conservada, (5)AAUAAA, Esta 
secuencia señal para el corte se une a un complejo enzimático que 
incluye una endonucleasa, una poliadeniiato poimerasa y varias protei- 

icas implicadas en el reconocimiento de secuencias, la esti- 
mulación del corte y la regulación de la longitud de la cola de poiiA, 
todas ellas unidas al CTD. @ La endonucieasa corta el RNA en un punto 
que se encuentra de 10 a 30 nucleótidos en el lado 3' (más abajo) de la 
secuencia AAUAAA. @ La poliadenilato polimerasa sintetiza una cola 
de poli (A) de 80 a 250 nucleótidos, empezando en el sitio de corte. 


colas poli(A) más largas se añaden en el núcleo, y son 
significativamente acortadas después de que el mRNA 
sea transportado al núcleo. 

La Figura 26-18 resume el proceso global de 
maduración de un mRNA eucariótico típico. En algunos 
casos también se modifica la región del mRNA que codi- 
fica el polipéptido mediante un proceso de “edición” 
(véanse los detalles en la Sección 27.1). La edición 
comprende procesos que añaden o eliminan bases en 
las regiones codificantes de los transcritos primarios o 
que cambian la secuencia (por ejemplo, la desaminación 
enzimática de un residuo de C para dar un residuo de 
U). Un ejemplo muy notable ocurre en los protistas 
parásitos conocidos como tripanosomas: se sintetizan 
grandes fragmentos de un mRNA sin uridilato, se aña- 
den posteriormente los residuos U durante la edición. 


La maduración diferencial del RNA puede dar lugar 
a múltiples productos a partir de un gen 


Una de las paradojas de la genómica moderna consiste 
en que la complejidad aparente de los organismos no 
guarda relación con el número de genes que codifican 
proteínas o incluso con la cantidad de DNA genómico. 
Algunos transcritos eucariotas pueden madurar de más 
de una manera para producir diferentes mRNAs y en 
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consecuencia diferentes polipéptidos. La mayoría de la 
variación en el procesamiento de los transcritos es el 
resultado del corte y empalme alternativo, en el qual 
un exón en particular puede ser o.no incluido en el 
mRNA maduro. El mecanismo de corte y empalme 
alternativo ocurre en un numero pequeño de genes en 
levadura, pero en más de un 95% de los genes humanos. 

La figura 26-19a ilustra como los patrones de corte 
y empalme alternativo pueden producir más/de “ur 
teína del que originalmente era un mismó 
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FIGURA 26-19 Dos mecanismos para ia maduración alternativa de 
transcritos complejos en los eucariotas. (a) Patrones de corte y empalme 
alternativos. Se muestran dos sitios diferentes de corte en 3'. En los dos 
mecanismos se forman diferentes mRNA maduros a partir del mismo 
transcrito primario. (b) Resumen de los patrones de corte y empalme, Los 
exones se muestran en verde sombreado, los intrones y las las regiones no 
traducidas como líneas amarillas. Se marcan con un asterisco las posicio- 


corte y poliadenilación 


H Extra RNA 


FIGURA 26-18 Visión general de la modificación de un 
mRNA eucariótico. El gen de la ovoalbúmina aquí mostrado 
tiene los intrones A a G, los exones l a 7 y L (L codifica un 
péptido seña! que marca la proteína para la exportación 
fuera de la célula; véase la Fig. 27-40 ). Alrededor de tres 
cuartas partes del RNA son eliminadas durante la madura- 
ción. Pol ll extiende el transcrito primario bastante más aliá 
del sitio de corte y poliadenilación ("RNA extra”) antes de 
terminar la transcripción. Las señales de terminación de la 
Po! tI aún no han sido determinadas. 


primario. El transcrito primario contiene señales mole- 
culares para todas las vías de maduración alternativa, 
mientras que los factores de maduración y proteínas de 
unión al RNA determinan la via predominante depen- 
diendo de la situación metabólica de la célula. Por ejem- 


Eaa, 
AF —< M, 


Sitios alternativos de corte 
y empalme en 5' 
RO, — M v. 
n 
Sitios alternativos de corte 
y empalme en 3' 


Mi aaa), 
PEONY — 


EE aa, 
Retención de un intrón 


z maaa, 
TEAK < HIT, 


Exón alternativo mutuamente excluyente 


> PE aaa, 


Promotor y primer exón alternativos 


AAACA), 
HE < Mio, 


Sitio politA) y exón isis aii 


nes en las que la cola poli-A tiene que ser añadida. Los exones unidos 
siguiendo un patrón de corte y empalme particulas se unen con lineas 
negras. Para cada transcrito, los patrones alternativos que se muestran 
arriba y abajo de! transcrito generan los mRNA maduros situados en ja 
parte superior e inferior respectivamente. En los productos, los casquette 5' 
se representan por cajas rojas y las regiones no traducidas por cajas naran- 
jas. [Fuente: (b) Información de B.J. Blencowe, Cel/126:37, 2006, Fig 2.] 


PE aa. 


— 


plo, la composición proteica de snRNPs en el espliceoso- 
ma puede variar en la maduración de diferentes genes, y 
hasta canviar suficiente como para que la maduración de 
un gen en particular sea alterada en diferentes etapas 
del desarrollo animal. Como ejemplo, el mecamsmo de 
corte y empalme alternativo produce tres formas dife- 
rentes de la cadena pesada de la miosina durante el 
desarrollo de la mosca de la fruta. Hay otros muchos 
patrones de corte y empalme alternativo (Fig. 26-19b). 

Los transcritos complejos también pueden tener 
más de un sitio de poliadenilación. Si hay dos o más 
sitios de corte y poliadenilación, la utilización del más 
próximo al extremo 5” elimina un fragmento mayor de la 
secuencia del transcrito primario (Fig. 26-20). Este 
mecanismo denominado elección del sitio de adición del 
poli(A) genera diversidad en los dominios variables de 
las cadenas pesadas de las inmunoglobulinas (véase la 
Pig. 25-43). 

Ambos mecanismos, el corte y empalme alternativo 
y la elección del sitio de adición del poli(A) participan 
en la maduración de multiples genes. Por ejemplo, un 
único transcrito es procesado usando ambos mecanis- 
mos para producir dos hormonas diferentes en la rata: 
la hormona reguladora del calcio, calcitonina, en el tiroi- 
des y el péptido relacionado con el gen de la calcitomina 
(CGRP) en el cerebro (Fig. 26-21). Conjuntamente, 
los mecanismos de corte y empalme alternativo y la 
elección del sitio de adición poli(A) incrementan enor- 
memente el numero de diferentes proteínas generadas 
a partir de los genomas de los eucariotas superiores. 


Los RNA ribosómicos y los tRNA también 


La maduración post-transcripcional no se limita al 
mRNA. Los RNA ribosómicos, tanto de células bacteria- 
nas, arqueas o de células eucarióticas, se forman a par- 
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FIGURA 26-20 Elección del sitio de adición del poli(A). Se muestran 
dos sitios alternativos de corte y adición del poli(A), A1 y A2 


tir de precursores más largos, denominados RNA pre- 
rribosómicos, o pre-rRNA. Los RNA de transferencia 
proceden igualmente de precursores más largos. Estos 
RNA también pueden contener diversos nucleósidos 
modificados; en la Figura 26-22 se muestran algunos 
ejemplos. 


5S (y algunos tRNA, aunque la mayoría de de los tRNA 
están codificados en otros lugares) proceden de un 
único precursor 30S de alrededor de 6.500 nucleótidos. 
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FIGURA 26-21 Maduración alternativa del 


transcrito del gen de la calcitonina en ratas. El Ocón 
transcrito primario tiene dos sitios poli(A), uno # 
predomina en et tiroides y el otro en el cerebro. El 

corte y empalme en el cerebro elimina el exón de Proteólisis 


la calcitonina (exón 4), mientras que en el tiroides 

este exón se conserva. Los péptidos resultantes 

continúan su maduración hasta dar los productos A 
hormonales finales: el péptido relacionado con el Calcitonina 
gen de la calcitonina (CGRP) en el cerebro y ia 

calcitonina en el tiroides. 
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FIGURA 26-22 Algunas de las bases modificadas de los rRNA y tRNA, 
producidas en reacciones postranscripción. Observe el punto de unión 
inusual de la ribosa en la pseudouridina. Los símbolos estándar se mues- 
tran entre paréntesis. Esta es una pequeña muestra de los 96 nucleósidos 


Durante la maduración se elimina RNA en ambos extre- 
mos del precursor 305 y segmentos entre los TRNA 
(Fig. 26-23). Los rRNA 168 y 235 contienen nucleósi- 
dos modificados. En E. coli, el rRNA 168 contiene 11 
modificaciones que son una pseudouridina y diez 
nucleósidos metilados en la base o en el grupo 
2 -hidroxilo oen ambos. El rRNA 235 tiene 10 pseudou- 


metilación usan S- adenosilmetionina como AER No 
se necesita ningún cofactor para la formación de pseu- 
douridina. 

El genoma de E. col? codifica siete moléculas de 
pre-RNA. Todos estos genes tienen las regiones codifi- 
cantes de RNA esencialmente idénticas, pero difieren 
en los segmentos entre los genes. El segmento entre los 
genes de rRNA 165 y 238 codifica generalmente uno o 
dos tRNA, originándose diferentes tRNA de los diferen- 
tes transcritos de pre-rRNA. También se encuentran 
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modificados presentes en diferentes especies de RNA, con 81 tipos dife- 
rentes en los tRNA y 30 en los rRNA observados hasta la fecha. Puede 
encontrarse una lista completa de estas bases modificadas en el banco de 
datos de modificaciones de! RNA (http://modomics.genesilico.pl) 


secuencias codificantes de tRNA en el lado 3" del rRNA 
55 en algunos transcritos precursores. 

En los eucariotas la situación es más compleja. Un 
transcrito de pre-rRNA de 458 es sintetizado por la RNA 
polimerasa I y modificado en el nucleolo para dar los 
rRNA 185, 288 y 5,85, característicos de los ribosomas 
eucarióticos (Fig. 26-24). Como en las bacterias, la 
maduración consiste en reacciones de corte por endo o 
> XOFH as y reacciones de modificación de 
C os pre-rRNA también incluyen intro- 
nes que se han de cortar y empalmar. Todo el proceso 
comienza en el nucleolo, en grandes complejos que se 
forman sobre el precursor de rRNA a medida que es 
sintetizado por la Pol I. La transcripción del rRNA, la 
maduración del rRNA y la formación de los ribosomas 
en el nucleolo están perfectamente coordinados. Cada 
complejo contiene las ribonucleasas que cortan el pre- 
cursor de TRNA, los enzimas que modifican determina- 
das bases, numerosos pequeños RNA nucleolares, o 
snoRNA, que guían las modificaciones de los nucleósi- 


FIGURA 26-23 Maduración de transcritos de pre- 
rRNA en las bacterias. €) Antes del corte, el precursor 
de RNA 305 es metilado en bases específicas (marcas 
rojas finas) y algunos residuos de uridina se convierten 
en pseudouridina (marcas azules finas) o dihidrouri- 
3 dina (marcas negras finas). Las reacciones de metila- 
ción son de múltiples tipos, algunas ocurren en las 
bases y otras en los grupos 2'-hidraxilo. O E£ corte 
libera precursores de los rRNA y tRNA. Los enzimas 
RNasa lli, RNasa P y RNasa E llevan a cabo el corte en 
los puntos marcados 1, 2 y 3, respectivamente. Tal 
como se describe en el texto, la RNasa P es un 
ribozima. @ Los rRNA finales, 165, 235 y 55, son el 
resultado de la acción de una variedad de nucleasas 
específicas. Las siete copias del gen del pre-rRNA en el 
cromosoma de E. coli difieren en número, localización 
e identidad de los tRNA incluidos en el transcrito pri- 
mario. Algunas copias del gen tienen segmentos géni- 
cos de tRNA adicionales entre los segmentos de RNA 
165 y 235 y en el extremo 3' más alejado del transcrito 
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dos y algunas reacciones de corte y proteínas ribosómi- 
cas. En levadura, el conjunto del proceso comprende el 
pre-RNA, más de 170 proteínas no ribosómicas, snoRNA 
para cada una de las modificaciones de nucleótidos 
(unas 70 en total, pues algunos snoRNA guían dos tipos 
de modificación) y las 78 proteínas ribosómicas. Los 
humanos tienen un número incluso mayor de nucleósi- 
dos modificados, unos 200, y un mayor número de 
snoRNA asociados. La composición de los complejos 
puede variar a medida que se forman los ribosomas, y 
muchos de los complejos intermedios pueden rivalizar 
en complejidad con los propios ribosomas y snRNP. El 
rRNA 55 de la mayoría de eucariotas se sintetiza como 
un transcrito totalmente independiente por una polime- 
rasa diferente (Pol ID. 

Las modificaciorres más comunes de los nucleósidos 
en los rTRNA eucarióticos son, de nuevo, la conversión 
de la uridina en pseudouridina, la metilación de los 
nucleósidos dependiente de adoMet (a menudo en los 
grupos 2'-hidroxilo). Estas reacciones son realizadas 
por complejos de proteínas y snoRNA, o snoRNP, for- 
mados por un snoRNA y cuatro o cinco proteínas, entre 
las que se encuentra el enzima que lleva a cabo la modi- 
ficación. Hay dos clases de snoRNP, ambas definidas por 
elementos clave de secuencia conservada, representa- 
dos por secuencias simbolizadas por letras. La secuen- 
cia H/ACA de las snoRNP participa en la pseudouridili- 
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FIGURA 26-24 Maduración de los transcritos de pre-rRNA en verte- 
brados. Durante la transcripción, el transcrito primario 455 se incorpora 
a un complejo prerribosómico 905 nucieolar, en el que la maduración del 
rRNA y ia formación del ribosoma están estrechamente acoplados. 11 Ja 
precursor 455 se metila en más de 100 de sus 14.000 nucleótidos, ya 
sea en las bases o en los grupos 2'-OH (trazos rojos), algunas uridinas 
se convierten en pseudouridina (trazos azuies), y también se producen 
unas pocas modificaciones de otro tipo (los trazos verdes indican la dihi- 
drouridina). @ y @ Una serie de cortes enzimáticos del precursor 455 
producen los rRNA 185, 5,85 y 285 y las subunidades ribosómicas gra- 
dualmente toman forma con la incorporación de proteínas ribosómicas. 
Las reacciones de corte y todas las modificaciones requieren RNA 
nucleolares pequeños (snoRNA), que forman parte de complejos protei- 
cos (snoRNP) en el nucleolo que recuerdan los espliceosomas. El rRNA 
5S se produce independientermente. 


lación, y la secuencia C/D de las snoRNP en las 2'-O-me- 
tilaciones. A diferencia de las bacterias, el mismo enzi- 
ma puede participar en la modificación de muchos 
sitios, guiado por los snoRNA. 

Los snoRNA tienen de 60 a 300 nucleótidos de lon- 
gitud. Muchos están codificados dentro de los intrones 
de otros genes y se cotranscriben con estos genes. Cada 
snoRNA contiene una secuencia de 10 a 21 nucleótidos 
perfectamente complementaria de algún sitio de un 
rRNA. Los elementos de secuencia conservados en el 
resto del snoRNA se pliegan en estructuras a las que se 
unen las proteínas de las snoRNP (Fig. 26-25 ). 


RNA de transferencia La mayoría de células tienen entre 
40 40 y 50 tRNA diferentes y en las células eucarióticas hay 
fa li IPARA opias de muchos de los genes de tRNA. Los 

A de transferencia proceden de RNA precursores 
más largos por eliminación enzimática de nucleótidos 
de los extremos 5' y 3' (Fig. 26-26). En los transcritos 
de tRNA de los eucariotas, ocasionalmente se encuen- 
tran intrones que deben ser eliminados. Cuando dos o 
más tRNA diferentes se encuentran en el mismo trascri- 
to primario, se separan por corte enzimático, La endo- 
nucleasa RNasa P, presente en todos los organismos, 
elimina RNA del extremo 5” de los tRNA. El enzima 
contiene proteína y RNA. El componente de RNA es 
esencial para la actividad y en las células bacterianas 
puede realizar su función con precisión aún en ausencia 
del componente proteico. La RNasa P es, por tanto, otro 
ejemplo de RNA catalítico, como se describe con mayor 
detalle más adelante. El extremo 3” de los tRNA se 
modifica mediante una o más nucleasas, entre las que se 
encuentra la exonucleasa RNasa D. 

Los precursores del RNA de transferencia pueden 
experimentar aún más modificaciones postranscripcio- 
nales. El trinucleótido 3'-terminal CCA(S), al cual se 
unirá un aminoácido en la síntesis proteica (Capítulo 
27), ausente en algunos precursores de tRNA bacteria- 
nos y en todos los precursores de tRNA eucarióticos es 
añadido durante la maduración (Fig. 26-26). La adición 
corre a cargo de la tRNA nucleotidiliransferasa, enzima 
peculiar que une los tres ribonucleosido trifosfato pre- 
cursores en sitios activos separados y cataliza la forma- 
ción de los enlaces fosfodiéster para producir la secuen- 
cia CCA(3”. La creación de esta secuencia definida de 
nucleótidos es, por tanto, independiente de la presencia 
de un molde de DNA o de RNA ya que el molde es el 
sitio de unión del enzima. 
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La etapa final de la maduración del tRNA consiste 
en la modificación de algunas bases por metilación, des- 
aminación o reducción (Fig. 26-22). En el caso de la 
pseudouridina, la base (uracilo) se separa y se vuelve a 
unir al azúcar en C-5. Algunas de estas bases modifica- 
das se encuentran en posiciones características en 
todos los tRNA (Fig. 26-26). 


Los RNA de función especializada serim aae 
tipos de maduración 

El número de clases conocidas de RNA de función espe- 
cializada aumenta rápidamente así como la variedad de 
funciones que se han identificado. Muchos de estos 
RNA experimentan maduración 
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FIGURA 26-26 Maduración de los tRNA en bacterias y eucariotas. El 
RNA!” (el tRNA específico para la unión de la tirosina; véase ei Capítulo 
27) de levadura se toma como ejemplo para ¡lustrar los pasos importantes. 
Las líneas azules cortas representan apareamiento de bases normal; los 
puntos azules indican pares de base G-U. Las secuencias de nucleótidos 
mostradas en amarillo se eliminan del transcrito primario. En primer lugar 
se modifican los extremos, el 5' primero y el 3' después. Á continuación se 


FIGURA 26-25 La función de los snoRNA como guía en la 
modificación del rRNA. (a) Apareamiento del RNA con la 
secuencia C/D de los snoRNA para guiar las reacciones de 
metilación. Los sitios de metilación en el rRNA diana (verde 
oscuro) se encuentran en las regiones apareadas con el C/D 
snoRNA, Las secuencias altamente conservadas de las cajas € 
y D (y C y D) son sitios de unión de proteínas que forman 
parte de la gran snoRNP. nM representa los nucleótidos melila- 
dos. (b) Apareamiento del RNA con las secuencias H/ACA de 
tos snoRNA para guiar la pseudouridiliiación. Los sitios de con- 
versión a pseudouridina en el RNA diana (fragmentos verdes) 
se encuentran, de nuevo, en regiones apareadas con el 
snoRNA, y las secuencias conservadas H/ACA son sitios de 
unión de proteínas. (Fuente: Información de T. Kiss, Cell 
109:145, 2002 ] 


Los snRNA y snoRNA no sólo facilitan las reaccio- 
nes de maduración de RNA, sino que ellos mismos son 
sintetizados como precursores mayores y luego son 
modificados. Muchos snoRNA están codificados dentro 
de los intrones de otros genes. A medida que los intro- 
nes son eliminados del pre-mRNA, las proteínas de los 
snoRNP se unen a las secuencias del snoRNA y las ribo- 

ucleasas eliminan el RNA sobrante en los extremos 5' 
GHRNA destinados a los espliceosomas se sin- 
tetizan como pre-snRNA por la RNA polimerasa II, y las 
ribonucleasas eliminan el RNA sobrante de cada extre- 
mo. Determinados nucleósidos de los snRNA experi- 
mentan también 11 tipos de modificación, con predomi- 
nio de la metilación en 2”-O y la conversión de uridina 
en pseudouridina. 


añade CCA al extremo 3”, un paso necesario en la maduración de los tRNA 
eucarióticos, así como en los tRNA bacterianos que carecen de esta 
secuencia en el transcrito primario. Al tiempo que se modifican los extre- 
mos, también se modifican bases específicas del resto del transcrito (véase 
la Fig. 26-22). La etapa final para el ("RNA eucariótico aquí mostrado con- 
siste en el corte y empalme del intrón de 14 nucleótidos. Los intrones se 
encuentran en algunos tRNA eucarióticos, pero no en los bacterianos. 


Los micro RNA (miRNA) son una clase especial 
de RNA que interviene en la expresión génica. Son RNA 
no codificantes, de unos 22 nucleótidos de longitud, 
conplementarios de la secuencia de regiones determi- 
nadas de los mRNA. Se encuentran en plantas y en 
animales, desde gusanos hasta mamíferos, promueven 
la degradación los mRNA y suprimen su traducción. 
Aproximadamente unos 1.500 genes humanos codifican 
para miRNA, y uno o más de estos miRNA afecta la 
expresión de la mayoría de genes codificantes. 

Los miRNA se sintetizan a partir de precursores 
mucho mayores en varias etapas (Fig. 26-27). Los 
transcritos primarios de los miRNA (pri-miRNA) varían 
mucho en tamaño, algunos están codificados por los 
intrones de otros genes y se coexpresan con estos genes 
huésped. Sus funciones en la regulación génica también 
se detallan en el Capítulo 28. 


Algunas etapas del metabolismo del RNA 
están catalizadas por enzimas de RNA 


El estudio de la maduración postranscripción de las 
moléculas de RNA llevó a uno de los descubrimientos 
más importantes de la bioquímica moderna: la existen- 
cia de enzimas de RNA. Los ribozimas mejor caracteri- 
zados son los intrones de autocorte y empalme del 
grupo I, la RNasa P y el ribozima en cabeza de martillo 
(descrito más adelante). La mayoría de las actividades 
de estos ribozimas se basan en dos reacciones funda- 
mentales: la transesterificación (Fig. 26-13) y la hidróli- 
sis del enlace fosfodiéster (corte). 
ribozimas es con frecuencia una molé 
incluso puede ser parte del propio box AR 
sustrato de RNA, un catalizador de RNA e aprove- 
char las interacciones de apareamiento de bases para 
alinear el sustrato para la reacción. 

Los ribozimas tienen tamaños muy variables. Un 
intrón de autocorte y empalme del grupo I puede tener 
más de 400 nucleótidos. El ribozima en cabeza de mar- 
tillo consiste en dos cadenas de RNA con un total de 
sólo 41 nucleótidos (Fig. 26-28). Como sucede con los 
enzimas proteicos, la estructura tridimensional de los 
ribozimas es importante para la función. Los ribozimas 


FIGURA 26-27 Sintesis y maduración de los miRNA. El transcrito pri- 
mario de los miRNA es un RNA mayor de longitud variable, un pri- 
miRNA, Su maduración corre a cargo, en gran parte, de dos endorribo- 
nucleasas de la familia de la RNasa lli, Drosha y Dicer. En primer lugar, 
en el núcleo, se reduce el pri-miRNA hasta un precursor precursor 
miRNA de 70 a 80 nucleótidos (pre-miRNA) por un complejo proteico 
que contiene Drosha y otra proteína, DGCRE8, El pre-miRNA se exporta a 
continuación al citoplasma, formando un complejo con una proteína 
denominada exportina-5 y con la GTPasa Ran (véase la Fig. 27-42). En el 
citoplasma, Ran hidroliza el GTP y, a continuación, se liberan la proteina 
exportina-5 y el pre-miRNA. Las proteínas Ran-GDP y exportina-5 vuel- 
ven al núcleo. El pre-mRNA es modificado por Dicer para producir un 
MIRNA casi maduro apareado con un corto RNA complementario. El 
RNA complementario se elimina medianteuna RNA helicasa y el miRNA 
maduro se incorpora a complejos proteicos, tales como el complejo de 
silenciamiento inducido por RNA (RISC) que, a continuación, se unen a 
un MRNA diana. Si la complementaridad entre el miRNA y su diana es 
casi perfecta, el mRNA diana es cortado. Si la complementaridad es sólo 
parcia! el complejo bloquea la traducción del mRNA diana. [Fuente: Infor- 
mación de E. Wienholds y R.H.A. Plasterk, FEBS Lett. 579:5911, 2005; V 
N. Kim et al., Nature Rev. Mol. Cell Bio. 10:126, 2009, Figuras 2-4] 
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se inactivan cuando se calientan por encima de su tem- 
peratura de fusión, al añadir agentes desnaturalizantes 
o al añadir oligonucleótidos complementarios, que des- 
truyen los patrones normales de apareamiento de bases. 
Los ribozimas también pueden inactivarse mediante la 
sustitución de nucleótidos esenciales. La Figura 26-29 
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muestra en detalle la estructura secundaria de un intrón 
de autocorte y empalme dei grupo 1 del precursor del 
TRNA 26S de Tetrahymena. 


Propiedades enzimáticas de los intrones del grupo | Los 
intrones de autocorte y empalme del grupo I comparten 
varias propiedades con los enzimas, entre las que se 
encuentran, además de acelerar considerablemente la 
velocidad de reacción, el comportamiento cinético y su 
especificidad. La fijación del cofactor guanosina (Fig. 
26-13) al intrón del rRNA del grupo I de Tetrahymena 
es saturable (K, ~ 30 um) y puede inhibirse competiti- 
vamente con 3'”-desoxiguanosina. El intrón es muy pre- 
ciso en la reacción de corte, debido en gran parte a una 
secuencia guía interna, capaz de aparearse con 
secuencias del exón próximas al sitio 5' de corte y 
empalme (Fig. 26-39). Este apareamiento ayuda a ali- 
near adecuadamente los enlaces que se han de cortar y 
juntar. 

Debido a que el intrón es alterado químicamente 
durante la reacción de corte y empalme, pues sus extre- 
mos se cortan, podría parecer que carece de una propie- 
dad enzimática clave: la capacidad para catalizar múlti- 
ples reacciones. Un examen más detallado muestra que 
después de la escisión, el intrón de 414 nucleótidos del 
TRNA de Tetrahymena puede actuar in vitro como un 
verdadero enzima (in vivo es degradado rápidamente). 
Una serie de reacciones intramoleculares de ciclación y 
corte en el intrón escindido llevan a la pérdida de 19 
nucleótidos de su extremo 5”. El RNA lineal restante de 
395 nucleótidos, denominado L-19 IVS (secue inter- 
calada), promueve reacciones de tarea 
nucleotidilo, en las que algunos oligonucle 
alargan a expensas de otros (Fig. 26-30). Los mejores 
sustratos son oligonucleótidos, como el oligómero sinté- 
tico (C),, que se puedan aparear con la misma secuen- 
cia guía interna rica en guanilato, que mantiene el exón 
en 5' en su lugar para permitir el autocorte y empalme. 

La actividad enzimática del ribozima L-19 IVS es 
resultado de un ciclo de reacciones de transesterifica- 
ción mecanísticamente similares a las de autocorte y 
empalme. Cada molécula de ribozima puede modificar 
unas 100 moléculas de sustrato por hora sin sufrir alte- 
raciones; por tanto, el intrón actúa como un catalizador. 
Sigue la cinética de Michaelis-Menten, es específico 
para sustratos oligorribonucleotídicos y puede ser inhi- 
bido competitivamente. La k_/K, (la constante de 
especificidad) es 10% ms, más baja que la de muchos 
enzimas; no obstante, este ribozima acelera la hidrólisis 
en un factor de 10" en relación a la reacción sin catali- 
zar. El ribozima utiliza la orientación del sustrato, la 
catálisis covalente y la catálisis de iones metálicos, 
estrategias usadas por los enzimas proteicos. 


Características de otros ribozimas La RNasa P de E. coli 
tiene tanto un componente de RNA (M1 RNA, 377 
nucleótidos) como un componente proteico (M_ 17.500). 
En 1983, Sidney Altman y Norman Pace y colaborado- 
res descubrieron que en ciertas condiciones el RNA M1 
por sí solo era suficiente para la catálisis, pues cortaba 
los precursores de tRNA en la posición correcta. El 
componente proteico sólo se necesita aparentemente 
para estabilizar el RNA o facilitar su función in vivo. El 
ribozima RNasa P reconoce la forma tridimensional del 


cabeza 
de martillo 


(a) sr y (b) 3 


FIGURA 26-28 Ribozima en cabeza de martillo. Ciertas entidades de 
tipo vírico denominadas virusoides tienen pequeños genomas de RNA y 
generalmente necesitan de otro virus que asista su replicación , su 
empaquetamiento o ambos. Algunos RNA de virusoides contienen 
pequeños segmentos que promueven reacciones de corte en sitios espe- 
cificos de RNA que están asociadas con la replicación. Estos segmentos 
denominan ribozimas en cabeza de martillo porque sus estructuras 
e ON de cabeza de martilio. Los ribozimas en cabeza 

an definido y estudiado separadamente de los RNA viri- 
cos que son mucho mayores, (a) Secuencias mínimas requeridas para la 
catálisis por el ribozima. Los nucleótidos encuadrados están muy con- 
servados y son necesarios para la función catalítica. Los nucleótidos de 
guanina, sombreados en rosa forman parte del centro activo. La flecha 
indica el sitio de autocorte. (b) Estructura tridimensional { véase la Fig. 
8-25b para una vista espacial). Las cadenas están coloreadas como en 
(a). El ribozima en cabeza de martillo es un metaloenzima; los ¡ones 
Mg? son necesarios para la actividad in vivo, El enlace fosfodiéster en el 
sitio de autocorte está indicado con una flecha. (Fuente: (b) PDB ID 
3ZD5, M. Martick and W, G. Scott, Cell 126:309, 2006] 


sustrato de pre-tRNA junto con la secuencia CCA y así 
puede cortar los extremos 5' de diversos tRNA (Fig. 
26-26). 

El número de ribozimas conocidos continúa expan- 
diéndose. Algunos virusoides, pequeños RNA asociados 
con virus vegetales forman una estructura que promue- 
ve una reacción de autocorte. El ribozima en cabeza de 
martillo, ilustrada en la Fig. 26-28 está en esta clase, 
cataliza la hidrólisis de un enlace fosfodiéster interno. 
Se conocen al menos nueve clases de estructuras de 
ribozimas que promueven el autocorte; todas usan la 
catálisis general de acido y base (Fig. 6-8) para promo- 
ver el ataque de un grupo 2”-hydroxil a un enlace fosfo- 
diéster contiguo. La reacción de corte y empalme en el 
espliceosoma tiene lugar en un centro catalítico forma- 
do por los snRNA, U2, U5 y U6 (Fig.26-16). Y, tal y como 
se puede ver en el Capítulo 27, un componente de RNA 
del ribosoma cataliza la síntesis de las proteínas. 

El estudio del RNA catalítico ha permitido entender 
con mayor profundidad la catálisis en general y tiene 
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FIGURA 26-29 Estructura secundaria del 

empalme del rRNA de Tetrahymena, (a) cord Jen 

de la estructura secundaria inmediatamente ante AA: yl Sí 
reacción Las secuencias de los intrones y de los exones están sombrea- 
das en amarillo y verde; las secuencias exonicas Hanqueantes están 
sombreadas en verde; las secuencias de guía interna que ayudan a ali- 
near los segmentos que reaccionan en el sitio activo están sombreadas 
en púrpura. Las líneas rojas finas representan los enlaces entre nucleóti- 
dos vecinos en una secuencia continua (necesarias para representar esta 
molécula compleja en dos dimensiones). Las lineas azules cortas repre- 
sentan un apareamiento normal; los puntos azules indican pares de 
bases G y U. Se muestran todos los nucleótidos. El núcleo catalítico de la 


repercusiones importantes en nuestro conocimiento 
sobre el origen y la evolución de la vida en nuestro pla- 
neta, tema discutido en la Sección 26.3. 


Los mRNA celulares se degradan a diferentes velocidades 


La expresión de los genes está regulada a muchos nive- 
les. Un factor crucial en el gobierno de la expresión 
génica es la concentración celular del correspondiente 
RNA. La concentración de cualquier molécula depende 
de dos factores: su velocidad de síntesis y su velocidad 
de degradación. Cuando la síntesis y la degradación de 
un MRNA están equilibradas, su concentración perma- 
nece estacionaria. Un cambio en las velocidades de 
síntesis o de degradación conduce a la acumulación o a 
la disminución netas del mRNA. Las vías de degradación 
garantizan que los mRNA no se acumulen en la célula y 
sean causa de la síntesis de proteínas innecesarias. 

Las tasas de degradación de los mRNA de los dife- 
rentes genes eucarióticos varían ampliamente. Los pro- 
ductos génicos que sólo son necesarios durante un 
breve espacio de tiempo pueden tener sus MRNA con 
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(b) 


PS 


Secuencia 
guía P10 
interna 


actividad de autocorte y empalme está sombreado en gris. Algunas 


n apareamiento de bases están marcadas (Pl, P3, P21, P5a, 
rA TION una convención establecida para esta molécula de RNA. La 


región Pl, que contiene la secuencia guía interna (púrpura), incluye el 
sitio de corte y empalme en S' (flecha negra). Parte de la secuencia guía 
interna se aparea con el extremo 3" del exón, aproximando así los sitios 
de corte y empalme en 5' y 3' (fiechas negras). (b) Estructura tridimen- 
sional del intermedio de reacción del mismo intron después del corte 
mediado por guanosina (Fig, 26-14) y anterior a la ligación del exón. Los 
segmentos están coloreados como en (a), [Fuente: (a) PDB ID 1GID, J 
H. Cate et at., Science 273:1678, 1996. (bX PDB ID 1UEB, P.L. Adamss et 
al., Nature 430:45, 2004 ] 


vidas medias del orden de minutos o incluso segundos. 
Los productos génicos que se necesitan constantemen- 
te por la célula pueden tener mRNA estabies durante 
muchas generaciones celulares. La vida media prome- 
dio del mRNA en una célula de vertebrado es de unas 3 
horas, con un recambio de cada tipo de mRNA de unas 
10 veces por generación celular. La vida media de los 
mRNA bacterianos es mucho más corta, de sólo unos 
1,5 min, tal vez por exigencias de la regulación. 

El RNA mensajero es degradado por ribonucleasas 
presentes en todas las células. En Æ. coli, el proceso 
comienza con uno o unos pocos cortes por una endorri- 
bonucleasa, seguidos por degradación 3'—-5' por exorri- 
bonucleasas. En los eucariotas inferiores la ruta princi- 
pal consiste en primer lugar en el acortamiento de la 
cola de poli(A), seguida de la pérdida del casquete del 
extremo 5' y la degradación del MRNA en dirección 5'— 
3. También hay una ruta de degradación en dirección 
3'— 5', que podría ser la ruta principal en los eucariotas 
superiores. Todos los eucariotas poseen un complejo de 
hasta 10 exorribonucleasas 3'— 5” conservadas, deno- 
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FIGURA 26-30 Actividad catalítica in vitro de L-19 IYS. (a) L-19 ¡VS 
se genera mediante la eliminación autocatalítica de 19 nucleótidos del 
extremo 5' del intrón escindtdo de Tetrahymena. El sitio de corte está 


expensas de otros en un ciclo de reacciones de transesterificación (pasos 
0. 0) € 3 OH del residuo G en el extremo 3' de L-19 IVS juega un 
papel clave en este ciclo (observe que éste no es el residuo G añadido en 


indicado por la flecha en la secuencia guía interna (en un adro). El reacción de corte y empalme). (C). es uno de los mejores sustratos del 
residuo G (coloreado en rosa) añadido en la primera omo 5 ió i INE aparearse con la secuencia guía que permanece en 
de corte y empalme (véase la fig. 26-14) forma parte de la eli AO) ta actividad catalítica es probablemente irrelevante 


minada. Una porción de la secuencia guia interna permanece en el 
extremo S' de L-19 (VS, (b) L-19 IVS alarga algunos nucleótidos de RNA a 


minado exosoma, que está implicado en la modifica- 
ción del extremo 3” de los rRNA y tRNA y algunos RNA 
de función especializada (incluidos los snRNA y snoR- 
NA), así como en la degradación de los mRNA. 

Una estructura en horquilla presente en los mRNA 
bacterianos con un terminador independiente de p (Fig. 
26-7) confiere estabilidad frente a la degradación. 
Estructuras en horquilla similares pueden estabilizar 
regiones seleccionadas de la estructura de un transcrito 
primario y causar una degradación no uniforme de los 
transcritos. En las células eucarióticas, tanto la cola de 
poli(A) en 3” como el casquete en 5 son importantes 
para la estabilidad de muchos mRNA. 8Ciclo vital de 
un MRNA 


La polinucleótido fosforilasa forma polímeros 
de RNA de secuencia aleatoria 
En 1955, Marianne Grunberg-Manago y Severo Ochoa 
descubrieron el enzima bacteriano polinucleótido 
fosforilasa, que in vitro cataliza la reacción 

(NMP)n + NDP = (NMP), + P, 


n+l 


Polinucleótido 
alargado 


La polinueleótido fosforilasa fue el primer enzima sinte- 
tizador de ácidos nucleicos descubierto (Arthur Korn- 
berg descubrió la DNA polimerasa poco tiempo des- 


para la célula, tiene implicaciones importantes para las hipótesis actuales 
sobre la evolución discutidas al final de este capítulo. 


pués). La reacción catalizada por la nucleótido fosforila- 
sa difiere fundamentalmente de las otras actividades 
polimerizantes discutidas hasta el momento por ser 
independiente de molde. El enzima utiliza los ribonu- 
cleósidos 5'-difosfato y no pude actuar sobre los 5'-tri- 
fosfato homólogos o sobre los desoxirribonucleósidos 
5'-difosfato. El polímero de RNA formado por la polinu- 
cleótido fosforilasa contiene enlaces 3” 5'”-fosfodiéster 
normales, que pueden ser hidrolizados por la ribonu- 
cleasa. La reacción es fácilmente reversible y puede ser 
impulsada en la dirección de la degradación del polinu- 
cleótido incrementando la concentración de fosfato. La 
función probable de este enzima en la célula es la degra- 
dación de los mRNA hasta nucleósidos difosfato. 

Debido a que la reacción de la polinucleótido fosfo- 
rilasa no utiliza molde, no forma un polímero con una 
secuencia de bases específica. La reacción transcurre 
con igual facilidad con cualquiera de los cuatro nucleó- 
sidos difosfato y la composición de bases del polímero 
resultante refleja las concentraciones relativas de los 
sustratos 5'-difosfato en el medio. 

La polinucleótido fosforilasa se puede utilizar en el 
laboratorio para la preparación de muchos tipos dife- 
rentes de polímeros de RNA con diferentes secuencias 
y frecuencias de bases. Los polímeros de RNA sintético 
con estas características fueron de gran importancia 
para deducir el código genético de los aminoácidos 
(Capítulo 27). 


Severo Ochoa, 1905-1993 
[Fuente: AP images. ] 


Marianne Grunberg-Manago, 
1921-2013 [Fuente: Philippe 
Eranian/Sygma/Corbis.] 


RESUMEN 26.2 Maduración del RNA 


Mi Los mRNA eucarióticos se modifican por adición 
de un residuo de 7-metilguanosina en el extremo 5' y 
por corte y poliadenilación en el extremo 3” para for- 
mar una larga cola de poli(A). 

E Muchos transcritos primarios de MRNA contienen 
intrones (regiones no codificantes), que son elimina- 
das por corte y empalme. La escisión de los intrones 
del grupo I presentes en algunos rRNA requiere guano- 
sina como cofactor. Algunos 'intrones de los grupos I y 
II son capaces de autocorte y empalme; no se requie- 
ren enzimas proteicos. Los precursores del mRNA 
nuclear pertenecen a una tercera clase de intrones (la 


más numerosa), que son eliminad n ayu 
complejos RNA-proteína, denominada oy (A 
dos en espliceosomas. Una cuarta c > 


encontrada en algunos tRNA, es la única clase conoci- 
da que experimenta corte y empalme por enzimas 
proteicos. 

MW La función de muchos mRNA eucarióticos está 
regulada por micro RNA complementarios (miRNA). 
Los propios miRNA proceden de precursores mayores a 
través de una serie de reacciones de modificación. 

E Los RNA ribosómicos y los RNA de transferencia 
proceden de RNA precursores de mayor tamaño, que 
son recortados por nucleasas. Algunas bases se modifi- 
can enzimáticamente durante el proceso de madura- 
ción. Algunas modificaciones de los nucleósidos son 
guiadas por snoRNA, que forman parte de complejos 
proteicos denominados snoRNP. 

E El autocorte y empalme de los intrones y del com- 
ponente de RNA de la RNasaP (que corta el extremo 5 
de los precursores de tRNA) son dos ejemplos de ribozi- 
mas. Estos catalizadores biológicos tienen las propieda- 
des de los auténticos enzimas. Generalmente promue- 
ven el corte hidrolítico y la transesterificación, utilizan- 
do RNA como sustrato. El intrón escindido del rRNA de 
Tetrahymena, perteneciente al grupo I, es capaz de 
facilitar combinaciones de estas reacciones, que resul- 
tan en un tipo de reacción de polimerización de RNA. 
MW La polinucleótido fosforilasa forma reversiblemente 
polímeros de RNA a partir de ribonucleósidos 5'-difosfa- 
to, añadiendo o eliminando ribonucleótidos del extremo 
3'-hidroxilo del polímero. In vivo, El enzima degrada el 
RNA. 
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26.3 Síntesis de RNA y DNA 
dependiente de RNA 


En nuestra discusión sobre la síntesis de DNA y de RNA 
hasta el momento, el papel de molde se ha reservado 
para el DNA. Sin embargo, algunos enzimas utilizan un 
molde de RNA para la síntesis de ácidos nucleicos. Con 
la muy importante excepción de los virus con un geno- 
ma de RNA, estos enzimas sólo juegan un papel modes- 
to en las rutas de la información. Los virus de RNA han 
sido la fuente de la mayor parte de las polimerasas 
dependientes de RNA caracterizadas hasta el momento. 

La existencia de la replicación del RNA requiere la 
modificación del dogma central (Fig. 26-31; compárese 
con el diagrama de la p. 955 ). Los enzimas de replica- 
ción del RNA tienen profundas implicaciones en la 
investigación sobre la naturaleza de las moléculas auto- 
rreplicativas que pueden haber existido en épocas pre- 
bióticas. 


La transcriptasa inversa produce DNA a partir 
de RNA vírico 


Ciertos virus de RNA que infectan células animales con- 
tienen en el interior de la partícula vírica una DNA 
polimerasa dependiente de RNA denominada trans- 
criptasa inversa. Durante la infección, el genoma 
vírico de RNA monohebra (-10.000 nucleótidos) y el 
enzima penetran en la célula huésped. La transcriptasa 
inversa primero cataliza la síntesis de una cadena de 
DNA complementaria del RNA vírico (Fig. 26-32) y, a 


Pian, degrada la cadena de RNA del híbrido 
A co-DNA y lo reemplaza con DNA. El DNA 


dúplex resultante a menudo queda incorporado en el 
genoma de la célula eucariótica huésped. Estos genes 
víricos integrados (y en estado latente) pueden ser acti- 
vados y transcritos y los productos génicos, proteínas 
víricas y el propio genoma vírico de RNA, son empaque- 
tados como nuevos virus. Los virus de RNA que contie- 
nen transcriptasa inversa son conocidos como retrovi- 
rus (retro es el prefijo latino de “hacia atrás”). 

La existencia de transcriptasas inversas en virus de 
RNA fue predicha por Howard Temin en 1962, demos- 


Howard Temin, 1934-1994 
[Fuente: Corbis/UPI/Bettmann.] 


David Baltimore 
[fuente: AP Photo.] 


trándose finalmente la existencia de estos enzimas por 
el propio Temin e, independientemente, por David Bal- 
timore en 1970. Su descubrimiento despertó una gran 
expectación, porque constituía una prueba, en contra 
del dogma establecido, de que la información genética 
puede fluir “hacia atrás”, desde el RNA al DNA, 
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FIGURA 26-31 Ampliación del dogma central que incluye la síntesis 
de RNA y DNA dependiente de RNA, 


Los retrovirus tienen típicamente tres genes: gag 
(nombre que proviene de la designación histórica group 
associated antigen), pol y env (Fig. 26-33). El trans- 
crito que contiene gag y pol es traducido como una 
larga “poliproteína” que se corta en seis proteínas con 
distintas funciones. Las proteínas procedentes del gen 
gag forman el núcleo interior de la partícula vírica, El 
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FIGURA 26-32 Infección retrovírica de una célula de mamifero e 
integración del retrovirus en el cromosoma del huésped. Las partículas 
víricas que penetran en la céiula huésped contienen transcriptasa inversa 
vírica y un tRNA celular (recogido de una célula huésped anterior) ya apa- 
reado con el RNA vírico. Los segmentos de color púrpura representan las 
repeticiones terminales largas del RNA vírico. El tRNA facilita 'a conversión 
inmediata del RNA vírico en DNA de doble cadena por acción de la trans- 
criptasa inversa, tal como se describe en el texto. Una vez convertido en 
DNA de doble cadena, el DNA entra en el núcleo y se integra en el genoma 
del huésped. La integración está catalizada por una integrasa codificada por 
el virus. La integración de DNA vírico en el DNA huésped es mecanística- 


CordSparion 


Ribosoma 


gen pol codifica la proteasa que corta el polipéptido 
largo, una integrasa que inserta el DNA vírico en los 
cromosomas del huésped y la transcriptasa inversa. 
Muchas transcriptasas inversas tienen dos subunidades, 
a y P. El gen pol codifica la subunidad 8 (M, 90.000), 
mientras que la subunidad a (M_ 65.000) es simplemen- 
te un fragmento proteolítico de la subunidad 8. El gen 
env codifica las proteínas de la cubierta vírica. A cada 
extremo del genoma lineal de RNA se encuentran repe- 
ticiones terminales largas (LTR) de unos pocos cente- 
nares de nucleótidos. Una vez transcritas a DNA dúplex, 
estas secuencias facilitan la integración del cromosoma 
vírico en el DNA del huésped y contienen promotores 
que controlan la expresión génica del virus. 

Las transcriptasas inversas catalizan tres reaccio- 
nes diferentes: (1) síntesis de DNA dependiente de 
RNA, (2) degradación del RNA y (3) síntesis de DNA 
dependiente de DNA. Como muchas otras DNA y RNA 
polimerasas, las transcriptasas inversas víricas contie- 
nen Zn*. Cada transcriptasa presenta la máxima activi- 
dad con el RNA de su propio virus, pero pueden usarse 
experimentalmente para producir DNA complementa- 
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mente similar a la inserción de transposones en los cromosomas bacteria- 
nos (véase la Fig. 25-41). Por ejemplo, se duplican unos cuantos pares de 
bases del DNA huésped en el sitio de integración, formando repeticiones 
cortas de 4 a 6 pb en cada extremo del DNA retrovírico insertado (no 
mostrado). La transcripción y la traducción del DNA vírico integrado da 
lugar a nuevos virus que se liberan por lisis celular (derecha). En los viirus, 
el RNA vírico está confinado por las proteinas de la cápsida denominadas 
Gag y las proteínas de la envoltura externa denominadas Env. Otras protei- 
nas víricas (transcriptasa inversa, integrasa y una proteasa virica necesarias 
para la modificación postraducción de las proteínas viricas) están empa- 
quetadas centro de la partícula vírica junto con el RNA. 


rio de muchos RNA. Las actividades de síntesis de DNA 
y RNA y de degradación de RNA utilizan sitios activos 
separados en la proteína. La transcriptasa inversa 
requiere un cebador para iniciar la síntesis de DNA. El 
cebador es un tRNA transportado por la partícula vírica, 
obtenido durante una infección anterior. Este tRNA se 
aparea con una secuencia complementaria del extremo 
3' del RNA vírico. La nueva cadena de DNA se sintetiza 
en dirección 5—3, como en todas las reacciones de las 
RNA y DNA polimerasas. Las transcriptasas inversas, al 
igual que las RNA polimerasas, carecen de actividad 
exonucleasa 3'—5' correctora de pruebas. Generalmen- 
te, tienen una tasa de error de aproximadamente 1 por 
cada 20.000 nucleótidos añadidos. Una tasa de error tan 
alta es muy poco frecuente en la replicación del DNA y 
constituye un rasgo característico de los enzimas que 
replican los genomas de RNA víricos. Ello resulta en una 
tasa más alta de mutación y en una velocidad de evolu- 
ción vírica más elevada, que redunda en la aparición 
frecuente de nuevas cepas de retrovirus patógenos. 
Las transcriptasas inversas se han convertido en 
reactivos importantes en el estudio de las relaciones 
DNA-RNA y en las técnicas de clonaje del DNA. Hacen 
posible la síntesis de un DNA complementario de un 
molde de mRNA. El DNA sintético preparado de esta 
manera, denominado DNA complementario (cDNA ), 
puede ser usado para clonar genes celulares (véase la 


Fig. 9-14). 


Algunos retrovirus provocan cáncer y SIDA 


Los retrovirus han jugado un p 

el avance del conocimiento m 
cáncer. La mayoría de los retrovirus no matan a sus 
células huésped, sino que permanecen integrados en el 
DNA celular y se replican cuando la célula se divide. 
Algunos retrovirus, clasificados como virus tumorales 
de RNA, contienen un oncogén que provoca el creci- 
miento anormal de la célula. El primer virus de este tipo 
estudiado fue el virus del sarcoma de Rous (también 
denominado virus del sarcoma de las aves; Fig. 26-34), 
nombrado en consideración a F. Peyton Rous, que estu- 
dió los tumores de los pollos, que en la actualidad se 
sabe que están provocados por este virus. Desde el 
descubrimiento de los oncogenes por Harold Varmus y 
Michael Bishop, se han encontrado muchos de estos 
genes en los retrovirus. 

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), el 
agente causal del síndrome de inmunodeficiencia adqui- 
rida (SIDA), es un retrovirus. Identificado en 1983, el 
VIH tiene un genoma de RNA con genes retrovíricos 
estándar junto con otros genes infrecuentes (Fig. 
26-35). A diferencia de otros muchos retrovirus, el VIH 
mata muchas de las células que infecta (principalmente 
linfocitos T), en lugar de provocar la formación de 
tumores. Ello lleva a la eliminación gradual del sistema 
inmunitario del organismo huésped. La transcriptasa 
inversa del VIH es incluso más propensa al error que 
otras transcriptasas inversas conocidas, aproximada- 
mente unas diez veces más, hecho que explica las eleva- 
das tasas de mutación de este virus. Cada vez que se 
replica el genoma vírico se producen uno o más errores, 
de modo que dos moléculas de RNA vírico son general- 
mente diferentes. 


26.3 Síntesis de RNA y DNA dependiente de RNA 1057 


LTR LTR DNA 
pl os | o | w] rs 
célula 
transcripción huésped 

Transcrito 

primario 


7 


Poliproteína B 


corte corte 

proteolítico proteolítico 
Wy e Integrasa 
m Ga Proteasa 


Poliproteina Á 


Proteinas de la 
cubierta vírica 


Transcriptasa 


Proteinas 
inversa 


estructurales 
del virus 


FIGURA 26-33 Estructura y productos génicos de un genoma inte- 
grado de un retrovirus. Las repeticiones terminales largas (LTR) tienen 
secuencias que son necesarias para la regulación e inicio de la transcrip- 
ción. La secuencia designada por Y es necesaria para el empaqueta- 
miento de los RNA retrovíricos en partículas víricas maduras. La trans- 
cripción del DNA retrovírico produce un transcrito primario que contiene 
los genes gag, pol y env. La traducción (Capítulo 27) produce una poli- 


TION único polipéptido largo derivado de los genes gag y pol, que 
do seis proteínas distintas. El corte y empalme del transcrito 


primario da un mRNA derivado principalmente del gen env, que también 
se traduce como una poliproteina, que se corta a continuación para 
generar las proteinas de la cubierta del virus. 


Muchas vacunas modernas para las infecciones víri- 
cas consisten en una o más proteínas de la cubierta del 
virus, producidas por los métodos descritos en el Capí- 
tulo 9. Estas proteínas no son infecciosas por sí mismas, 
pero estimulan al sistema inmunitario para que reconoz- 
ca y resista las infecciones virales posteriores (Capítulo 
5). Debido a la elevada tasa de error de la transcriptasa 
inversa del VIH, el gen env de este virus (junto con el 
resto del genoma) muta muy rápidamente, lo que com- 
plica el desarrollo de una vacuna efectiva, Sin embargo, 
se necesitan ciclos repetidos de invasión celular y repli- 
cación para propagar la infección por el VIH, de modo 
que la inhibición de los enzimas virales constituye la 
terapia más efectiva actualmente disponible. La protea- 
sa del VIH es la diana de una clase de fármacos denomi- 
nados inhibidores de la proteasa (véase la Fig. 6-25 ). La 
transcriptasa inversa es la diana de otros fármacos 
ampliamente utilizados en el tratamiento de individuos 
infectados por VIH (Recuadro 26-2). $ 


Muchos transposones, retrovirus e intrones pueden tener 
un origen evolutivo común 

Algunos transposones eucarióticos de DNA bien carac- 
terizados, de orígenes tan dispares como la levadura y la 
mosca del vinagre, tienen una estructura muy similar a 
la de los retrovirus, por lo que a veces se los denomina 
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FIGURA 26-34 Genoma del virus del sarcoma de Rous. El gen src en los genomas de otros muchos eucariotas, entre ellos el hombre. 
codifica una tirosina quinasa, perteneciente a una clase de erzimas que Cuando se asocia con el virus del sarcoma de Rous, este oncogén se 
actúan en sistemas que intervienen en la división celular, las interaccio- expresa a menudo a niveles anormalmente elevados, con lo que contri- 
nes intercelulares y la comunicación intercelular (Capitulo 12). El mismo buye a la división celular no regulada y al cáncer. 


gen se encuentra en el DNA de pollo (e: huésped usual de este virus) y 
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FIGURA 26-35 Genoma del VIH, el virus que provoca el SIDA. Ade- todas conocidas), Algunos de estos genes están solapados, Mecanismos 
más de los genes retrovíricos típicos, e? VIH contiene varios genes de corte y empalme alternativos producen muchas proteínas diferentes 
pequeños que tienen diversas funciones (no identificadas aquí y no a partir de este pequeño genoma (9,7 x 10°? nucleótidos). 
retrotransposones (Fig. 26-36). Los retrotransposones Mucho más raramente, el intrón puede insertarse en 
codifican un enzima homólogo de la transcriptasa inver- una nueva localización en un gen no relacionado. Si ello 
sa retroviral y sus regiones codificantes están flanquea- no mata a la célula huésped, puede desembocar en la 
das por secuencias LTR. Se transponen de una posición evolución y distribución de un intrón en una nueva loca- 
a otra del genoma celular por medio de un intermedio lización. Las estructuras y mecanismos usados por los 
de RNA, utilizando probablemente la transcriptasa intrones móviles apoyan la idea de que al menos algunos 
inversa para hacer una copia de DNA a partir del RNA intrones fueron en su origen parásitos moleculares, 
que, acto seguido, se integra en un nuevo sitio. La cuyo pasado evolutivo puede remontarse hasta los 
mayoría de transposones eucarióticos utilizan este retrovirus y los transposones. 
mecanismo de transposición, mientras que ranspo- 
sones bacterianos se trasladan en forma de MNs una transcriptasa inversa especializada 
tamente de una localización cromosómica a Otfa (véas | p a 
la Fig. 25-42 ). Los telómeros son las estructuras especializadas que se 


encuentran en los extremos de los cromosomas eucarió- 
ticos lineales (véase la Fig. 24-8). Consisten general- 
mente en muchas copias en tándem de una corta 
secuencia oligonucleotídica, normalmente del tipo ¡Men 
en una hebra y CA, en la hebra complementaria, donde 
x e y se encuentran típicamente en el intervalo de 1 a 4. 
La longitud de los telómeros varía entre unas pocas 
docenas de pares de bases en algunos protozoos ciliados 
hasta decenas de miles de pares de bases en los mamí- 
feros. La hebra TG es más larga que la complementaria, 
de manera que queda una región de DNA de cadena 
sencilla de hasta unos pocos centenares de nucleótidos 
en el extremo 3”. 

Los extremos de un cromosoma lineal no pueden 
ser replicados por las DNA polimerasas celulares. La 
replicación del DNA requiere un molde y un cebador, 


Los retrotransposones carecen del gen env y por 
tanto no pueden formar partículas víricas. Puede ser 
considerados como virus defectuosos atrapados en las 
células. La comparación de los retrovirus y los transpo- 
sones eucarióticos sugiere que la transcriptasa inversa 
es un enzima antiguo, anterior a la evolución de los 
organismos multicelulares. 

Muchos intrones del grupo 1 y del grupo li son tam- 
bién elementos genéticos móviles. Además de sus acti- 
vidades de autocorte y empalme, codifican endonuclea- 
sas de DNA que promueven su desplazamiento. Durante 
el mtercambio genético entre células de la misma espe- 
cie, o cuando DNA es introducido en una célula por 
parásitos o por otros medios, estas endonucleasas pro- 
mueven la inserción del intrón en un sitio idéntico de 
otra copia de DNA de un gen homólogo que no contenga 
el intrón, en un proceso denominado alojamiento 


(homing) (Fig. 26-37). Mientras que en los intrones n oes (LTR) (gag) (poh (LTR) 
E $ emento Jy 

del grupo I el alojamiento se basa en el DNA, en los (Saccha ) ET MU TE 

intrones del grupo Il el alojamiento tiene lugar a través 

de un intermedio de RNA. Las endonucleasas de los m „LIR LTR 

: dj emento copia 

intrones del grupo II poseen actividad transcriptasa (Drasaphila) gog PR _INT_ RT AA 


inversa asociada. Las proteínas pueden formar comple- 
jos con los propios intrones de RNA después de que los 
intrones se hayan escindido de los transcritos primarios. 
Puesto que el proceso de alojamiento implica la inser- 
ción del intrón de RNA en el DNA y la transcripción 
inversa del intrón, el movimiento de estos intrones ha 
sido denominado retroalojamiento. Con el tiempo, cada 
copia de un gen particular puede adquirir el intrón. 


FIGURA 26-36 Transposones eucarióticos. E! elemento Ty de la leva- 
dura Saccharomyces y el elemento copia de Drosophila (mosca del vina- 
gre) son ejemplos de retrotranmsposones eucarióticos, que tienen a 
menudo una estructura similar a los retrovirus, aunque carecen del gen 
env. Las secuencias $ del elemento Ty son funcionalmente equivalentes 
a los LTR retrovíricos. En el elemento copia, INT y RT son homólogos a 
los segmentos de la integrasa y de la transcriptasa inversa, respectiva- 
mente, del gen pol 


RECUADRO 26-2 MEDICINA 


| La investigación de la química de la biosíntesis de 
| ácidos nucleicos dependiente de molde, combinada 

con las técnicas modernas de la biología molecular, 
| ha permitido conocer el ciclo vital y la estructura del 
| virus de la inmunodeficiencia humana (vih), el retro- 
virus que causa el SIDA. Pocos años después del 
aislamiento del VIH, estas investigaciones desembo- 
caron en el desarrollo de fármacos capaces de alargar 
la vida de las personas infectadas por el VIH. 

El primer fármaco en ser aprobado para uso clí- 
nico fue el AZT, un análogo estructural de la desoxi- 
timidina. El AZT fue sintetizado por primera vez en 
1964 por Jerome P. Horwitz. Fracasó como fármaco 
anticancerígeno (objetivo para el cual fue desarrolla- 
do), pero en 1985 se descubrió que era útil para el 
tratamiento del SIDA. El AZT es incorporado por los 
linfocitos T, células de sistema inmunitario particu- 
larmente vulnerables al VIH, y convertido en AZT 
trifosfato. (El AZT trifosfato no puede ser adminis- 
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Tratamiento del SIDA con inhibidores 


de la transcriptasa inversa del VIH 


trado directamente porque no sería efectivo al no 
poder atravesar la membrana plasmática). La trans- 
criptasa inversa del VIH tiene más afinidad por el 
AZT trifosfato que por el dTTP y la unión del AZT 
trifosfato a este enzima inhibe competitivamente la 
unión de dTTP, Cuando el AZT es añadido al extremo 
3 de la cadena de DNA en crecimiento, la ausencia 
de un grupo 3" hidroxilo provoca que la síntesis de la 
cadena de DNA termine prematuramente y la síntesis 
del DNA vírico cesa rápidamente. 

El AZT trifosfato no es tóxico para los propios || 
linfocitos T porque las DNA polimerasas celulares 
tienen menos afinidad por este compuesto que por el | 
dTTP. A concentraciones de 1 a 5 pM, el AZT afecta | 
a la transcripción inversa del VIH, pero no a la repli- 
cación del DNA celular. Lamentablemente, el AZT es 
tóxico para las células de ia médula ósea que son 
progenitoras de los eritrocitos por lo que los pacien- 
tes que toman AZT a menudo desarrollan anemia. El 
AZT puede aumentar la supervivencia de pacientes 
con SIDA avanzado en un año y retrasa la aparición 
de los síntomas del SIDA en los individuos que se 
encuentran en las primeras etapas de la infección por 
VIH. Algunos otros fármacos contra el SIDA, como la 
desoxiinosina (DDD, tienen un mecanismo de acción 
similar. Fármacos más recientes se unen e interaccio- 
nan con la proteasa del VIH. Debido a la elevada tasa 


TRON la transcriptasa inversa del VIH y la rápi- 


ón resultante del VIH, los tratamientos más 
eficaces contra la infección por el VIH usan una com- 
binación de fármacos dirigida a la vez contra la pro- 
teasa y la transcriptasa inversa. 


Elizabeth Blackburn [Fuente: 
Elisabeth Fall/Fallfoto.com.] 


Caro! Greider [Fuente. Cortesía 
de Carol Greider.] 


pero más allá del extremo de una molécula de DNA 
lineal no hay molde disponible para el apareamiento del 
cebador de RNA. Sin un mecanismo especial para repli- 
car.los extremos, los cromosomas se acortarían algo en 
cada generación celular. El problema lo soluciona un 
enzima denominado telomerasa, descubierto por Carol 
Greider y Elizabeth Blackburn, que incorpora telómeros 
a los extremos de los cromosomas. 

El descubrimiento y purificación de este enzima 
aclaró un mecanismo de reacción que es destacable y no 
tiene precedentes. La telomerasa, lo mismo que otros 
enzimas descritos en este capítulo, contiene tanto RNA 


como proteína. El componente de RNA tiene una longi- 
tud de unos 150 nucleótidos y contiene alrededor de 1,5 
copias de la repetición telomérica C A, adecuada. Esta 
parte del RNA actúa de molde para la síntesis de la 
hebra 1,6, del telómero. De este modo, la telomerasa 
actúa como una transcriptasa inversa celular que pro- 
porciona el sitio activo para la síntesis de DNA depen- 
diente de RNA, A diferencia de las transcriptasas inyer- 
sas de los retrovirus, la telomerasa sólo copia un peque- 
ño segmento de RNA que lleva consigo. La síntesis del 
telómero requiere el extremo 3' de un cromosoma como 
cebador y progresa en la dirección habitual 5'—-3”. Una 
vez sintetizada una copia de la repetición, el enzima se 
posiciona de nuevo para reemprender la extensión del 
telómero (Fig. 26-38a ). 

Después de la extensión de hebra T_G, por la telome- 
rasa, se sintetiza la hebra complementaria C A, por las 
DNA polimerasas celulares a partir de un cebador de RNA 
(véase la Fig. 25-12). La región de cadena sencilla está 
protegida por proteínas de unión específicas en muchos 
eucariotas inferiores, especialmente en aquellos con teló- 
meros con menos de unos pocos centenares de pares de 
bases. En los eucariotas superiores (incluídos los mamífe- 
ros), con telómeros con muchos miles de pares de bases, 
el extremo 3” está secuestrado en una estructura especia- 
lizada denominada lazo T (Fig. 26-38b). El extremo de 
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y l escindido 
| traducción | 


Producto del gen X W endonucleasa de alojamiento 


(b) Alojamiento 
DNA del gen X, 
alelo b, sin intrón 
| W endonucleasa de alojamiento 
F Gen X, alelo a con intrón 
| reparación de la rotura de doble cadena 
a con intrón 
b con intrón (a 
(c) Retroalojamiento 
Intrón del tipo Íl 
DNA del gen Y, 
alelo a, dador 
| transcripción 
| corte y empalme 
Endonucleasa/ 
as transcriptasa inversa 
Intrón escindido translation 
corte y DNA del gen Y, 
empalme alelo b, receptor 
inverso 


dé endonudeasa 


| dé transcriptasa inversa 


| Reemplazamiento del RNA por ligación del DNA 


b con intrón 


cadena sencilla está plegado y apareado con su secuencia 
complementaria en la región de doble cadena del telóme- 
ro. La formación del lazo T implica la invasión del DNA 


FIGURA 26-37 Intrones que se mueven: alojamiento y retroaloja- 
miento. Ciertos intrones incluyen un gen (mostrado en rojo) para enzi- 
mas que promueven el alojamiento (ciertos intrones de tipo |) o el retro- 
alojamiento (ciertos intrones de tipo l!l). (a) El gen con el intrón 
escindido se une a un ribosoma y es traducido. Los intrones de aloja- 
miento del tipo | codifican una endonucleasa especifica de sitio, denomi- 
nada endonucleasa de alojamiento. Los intrones de retroalojamiento del 
grupo || codifican una proteína específica con actividades tanto endonu- 
cleasa como transcriptasa inversa (no se muestra aquí). 

(b) Alojamiento. E! alelo a del gen X, que contiene un intrón de alo- 
jarmiento del tipo !, se encuentra en una célula que contiene el alelo b dei 
mismo gen que carece del intrón, La endonucleasa de alojamiento pro- 
ducida por a corta b en ia posición correspondiente al intrón de a y la 
reparación de rotura de cadena doble (recombinación con el alelo q; 
véase la Fig. 25-35 ) crea entonces una nueva copia del intrón en b. (c) 
Retroalojamiento. El alelo a del gen Y contiene un intrón de retroaloja- 
miento de! grupo il; el aielo b carece de intrón. El intrón escindido se 
inserta en la hebra codificante de ben una reacción que es la inversa del 
corte y empalme que escindió el intrón del transcrito primario (véase la 
Fig. 26-15), excepto que en este caso la inserción es en el DNA en lugar 
del RNA. la hebra de DNA no codificante de b se corta por la endonu- 
cleasa/transcriptasa inversa codificada por el intrón, Este mismo enzima 
usa el RNA insertado como molde para sintetizar una hebra de DNA 
complementaria. A continuación se degrada el RNA por ribonucteasas 
celulares y se reemplaza con DNA. 


mamíferos, el DNA del lazo está unido a dos proteínas, 
TRF1 y TRE2, esta última implicada en la formación del 
lazo T. Los lazos T protegen los extremos 3” de los cromo- 
somas, haciéndolos inaccesibles a las nucleasas y a los 
enzimas que reparan roturas de doble cadena. 

En los protozoos (tales como Tetrahymena) la 

ctividad telomerasa da lugar a un acorta- 
miento gradual de los telómeros con cada división celu- 
lar, que acaba con la muerte de la línea celular. En 
humanos se ha observado una relación similar entre la 
longitud de los telómeros y el envejecimiento celular 
(cese de la división celular). En las células germinales, 
que contienen actividad telomerasa, se mantiene la lon- 
gitud de los telómeros, pero no así en las células somá- 
ticas, que carecen de telomerasa. Existe una relación 
lineal inversa entre la longitud de los telómeros en 
fibroblastos cultivados y la edad del individuo del cual 
proceden: los telómeros de las células somáticas huma- 
nas se acortan gradualmente a medida que el individuo 
envejece. Si se introduce la telomerasa en las células 
somáticas humanas in vitro, se restablece la actividad 
telomerasa y la esperanza de vida celular aumenta con- 
siderablemente. 

¿El acortamiento gradual de los telómeros es clave 
en el proceso de envejecimiento? ¿La duración natural 
de nuestra vida está determinada por la longitud de los 
telómeros con que nacemos? La investigación en este 
campo podría proporcionar algunos descuhrimientos 
fascinantes. 


Algunos RNA se replican mediante una RNA polimerasa 
dependiente de RNA 


Aparte de los retroviruses, los virus de RNA incluyen 
algunos bacteriófagos de E. coli, entre los que se 
encuentran f2, MS2, R17 y QØ, así como algunos virus 
eucarióticos (como el virus de la gripe y el Sindbis, éste 
útimo asociado a una forma de encefalitis). Los cromo- 
somas de RNA monocatenario de estos virus también 


actúan como mRNA para la síntesis de las proteínas 
víricas. Se replican en las células huésped por una RNA 
polimerasa dependiente de RNA (RNA replicasa). 
Todos los virus de RNA, a excepción de los retrovirus, 
tienen que codificar una proteína con actividad RNA 
polimerasa dependiente de RNA, ya sea porque las célu- 
las huésped no poseen este enzima o porque la estruc- 
tura del genoma de RNA de un virus impone requeri- 
mientos enzimáticos específicos. 

La RNA replicasa de la mayoría de bacteriófagos de 
RNA tiene una masa molecular de -210.000 y consta de 
cuatro subunidades. Una de estas subunidades <M, 
65.000), producto del gen vírico de la replicasa, está codi- 
ficada en el RNA vírico; esta subunidad contiene el sitio 
activo para la replicación. Las otras tres subunidades son 
proteínas del huésped que intervienen normalmente en 
la síntesis de proteínas del huésped: los factores de elon- 
gación Tu (M, 45.000) y Ts (M_ 34.000) de E. coli (que 
normalmente transportan los aminoacil-¿RNA al riboso- 
ma) y la proteína S1 (que es parte integrante de la subu- 
nidad ribosómica 305). Estas tres proteínas del huésped 
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pueden ayudar a la RNA replicasa a localizar y a fijarse a 
los extremos 3' de los RNA víricos. 

La RNA replicasa, aislada de células de E. coli 
infectadas con Q84, cataliza la formación de un RNA 
complementario del RNA vírico, en una reacción equi- 
valente a la catalizada por las RNA polimerasas depen- 
dientes de DNA. La síntesis de la nueva hebra de RNA 
se realiza en dirección 5'—3", mediante un mecanismo 
químico idéntico al de otras reacciones de síntesis de 
ácidos nucleicos que requieren un molde. La RNA repli- 
casa requiere RNA como molde y no funciona con DNA. 
El enzima carece de actividad endonucleasa correctora 
de pruebas y tiene una frecuencia de errores similar a la 
de la RNA polimerasa. A diferencia de las DNA y RNA 
polimerasas, las RNA replicasas son específicas para el 
RNA del propio virus; generalmente no se replican los 
RNA de la célula huésped. Ello explica por qué se repli- 
can preferentemente los RNA víricos en la célula hués- 
ped, que contiene muchos otros tipos de RNA. 

Las RNA polimerasas dependientes de RNA no son 
exclusivas de virus. Se encuentran enzimas de este tipo 


Proteínas de unión 
TRFI y TRF2 al DNA dúplex 
telomérico 
(b) 


(c) 


FIGURA 26-38 Sintesis y estructura de los telómeros. (a) 

El molde interno de RNA de la telomerasa se aparea con el 

cebador de TG (T G) del DNA. La telomerasa añade más 
' residuos T y G al cebador TG y a continuación reposiciona el 
molde interno de RNA para permitir la adición de más resi- 
duos de T y G que generan la hebra TG del telómero. La 
hebra complementaria se sintetiza por DNA polimerasas 
celulares después de cebado por una RNA primasa. (b) 
Estructura propuesta para los lazos T en los telómeros. La 
cola de cadena sencilla sintetizada por la telomerasa se 
pliega sobre sí misma y se aparea con su complementaria en 
la porción de doble cadena del telómero. Diversas proteinas 
de unión a telómeros, entre las que se encuentran TRFI y 
TRF2 (factores de unión a repeticiones teloméricas), se unen 
al telómero, (c) Micrografía electrónica de un lazo Ten el 
extremo de un cromosoma aislado de un hepatocito de 
ratón. La barra en la base de la micrografia representa una 
longitud de 5000 pb. 


TRFI y TRF2 
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en plantas, protistas, fungi y algunos animales más sim- 
ples, pero no en insectos o mamíferos. Estas enzimas 
que se encuentran en los genomas eucariotas participan 
en el metabolismo de otra clase de RNA, los llamados 
RNA pequeños de interferencia (siRNA), y que partici- 
pan en la regulación génica (Capítulo 28). La mayoría 
de RNA polimerasas dependientes de RNA han recibido 
muy poca atención a nivel experimental. 


La síntesis de RNA ofrece pistas sobre el origen de la vida 
en un mundo de RNA 


El orden y complejidad extraor- 
dinarios que distinguen a los 
seres vivos de los inanimados 
son la manifestación clave de 
procesos vitales fundamenta- 
les. El mantenimiento de la vida 
requiere que se produzcan 
rápidamente numerosas trans- 
formaciones químicas específi- 
cas, especialmente las que utili- y 
zan fuentes energéticas 
ambientales y las que sintetizan Carl Woese 
macromoléculas complejas y  [Fuente: AP Photo.] 
especializadas. La vida depen- 
de de catalizadores poderosos y 
selectivos, los enzimas, y de 
sistemas de información capa- 
ces de almacenar las caracterís- 
ticas de estos enzimas y de 
reproducirlas de forma precisa 
de generación en generación. 
Los cromosomas no codifican 
las células, sino la estructura de 
los enzimas necesarios para 
construir y mantener la célula. 
Las necesidades paralelas de 
información y catálisis plantean 
el dilema clásico: ¿qué fue pri- 
mero, la información necesaria 
para especificar la estructura o 
los enzimas necesarios para 
mantener y transmitir la infor- 
mación? 

¿Cómo puede haber surgi- 
do ım polímero autorreplicati- 
vo? ¿Cómo podría haberse man- 
tenido en un medio donde esca- 
seaban los precursores para la 
síntesis de polímeros? ¿Cómo 
pudo avanzar la evolución desde 
un polímero con estas caracte- 
rísticas hasta el mundo moder- 
no de proteínas y DNA? Estas 
difíciles preguntas pueden ser 
afrontadas mediante la experimentación sobre cómo 
empezó y evolucionó la vida en nuestro planeta. 

El descubrimiento de la complejidad estructural y 
funcional del RNA llevó a Carl Woese, Francis Crick y 
Leslie Orgel a proponer que esta macromolécula podría 
tener funciones tanto catalíticas como informativas. 
Desde ese momento, hay al menos 6 líneas de evidencia 
que han alimentado la hipótesis del mundo de RNA. 


Francis Crick, 1916-2004 
[Fuente: AP mages.] 


Leslie Orget, 1927-2007 
¿Fuente: O Cortesía de The 
Salk Institute for Biological 
Studies.] 


1. Experimentos químicos prebióticos El origen probable 
de las bases púricas y pirimidínicas puede emanar de los 
experimentos encaminados a comprobar hipótesis sobre 
la química prebiótica (pp. 33-34). A partir de moléculas 
simples presentes probablemente en la atmósfera primi- 
genia (CH, NH,, H,O, H,), las descargas eléctricas simu- 
lando rayos y relámpagos, generaron, primero, molécu- 
las más reactivas tales como HCN y aldehídos y luego 
una serie de aminoácidos y ácidos orgánicos (véase la 
Fig. 1-35). Cuando moléculas tales como el HON se vuel- 
ven abundantes se sintetizan bases púricas y pirimidíni- 
cas en cantidades detectables. Es destacable que una 
disolución concentrada de cianuro amónico sometida a 
reflujo durante unos pocos días genera adenina con un 
rendimiento del 0.5% (Fig. 26-39). La adenina proba- 
blemente haya sido el primer constituyente nucleotídi- 
co, y el más abundante, en aparecer sobre la Tierra. 
Curiosamente, la mayoría de los cofactores enzimáticos 
contienen adenosina como parte de su estructura, a 
pesar de que la adenosina no juega un papel directo en 
la función del cofactor (véase la Fig. 8-41). Ello sugiere 
una relación evolutiva: en base a la sencilla síntesis de la 
adenina a partir del cianuro, la adenina pudo haber sido 
simplemente abundante y disponible. 


2. La existencia de RNA catalíticos En un “mundo de 
RNA”, los RNA, no las proteínas, actúan como cataliza- 
dores. Quizás más que otra cosa, el descubrimiento de 
los RNA catalíticos (ribozimas) en los 80s dio vida a la 
hipótesis del mundo de RNA y condujo a la especula- 
ió iya que un mundo de RNA podría haver sido 
la transición de la química prebiótica a la 
vida (véase Fig. 1-37). El padre de de toda la vida en el 
planeta, en el sentido que se podría haber reproducido 
el mismo a través de las generaciones des de el origen 
de la vida al presente, puede haber sido un RNA 
auto-replicativo, o un polímero con características quí- 
micas equivalentes. 


3. La extensión catalítica del repertorio de ribozimas Un 
polímero autorreplicativo agotaría pronto las reservas 
de precursores suministrados por los relativamente len- 
tos procesos de la química prebiótica. Por tanto, desde 
las primeras etapas de la evolución fue necesario dispo- 
ner de rutas metabólicas que generaran precursores en 
abundancia, cuya síntesis, presumiblemente, estaría 
catalizada por ribozimas. Los ribozimas que se encuen- 
tran en la naturaleza poseen un repertorio limitado de 
funciones catalíticas, y de los ribozimas que podrían 
haber existido no queda rastro alguno. Para explorar la 
hipótesis de un mundo de RNA con mayor profundidad 
es necesario saber si el RNA tiene el potencial para 
catalizar las muy diversas reacciones requeridas en un 
sistema primitivo de rutas metabólicas. 


— > 
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FIGURA 26-39 Posible sintesis prebiótica de adenina a partir de cia- 
nuro amónico. La adenina procede de cinco moléculas de cianuro, que 
se muestran coloreadas. 
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El método SELEX para generar polímeros de RNA 


con nuevas funciones 


| g JO IRAW, T. Dieckmann et al, RNA 2:628, 1996) 


El SELEX (evolución sistemática de ligandos por 
enriquecimiento exponencial) se usa para generar 
aptámeros, oligonucleótidos seleccionados para que 
se unan fuertemente a una diana molecular específi- 
ca. En general, el proceso está automatizado para 
permitir la rápida identificación de uno o más aptá- 
meros con la especificidad de unión deseada. 

La Figura 1 muestra cómo se usa el SELEX para 
seleccionar una especie de RNA que se una fuerte- 
mente al ATP. En el paso @, una mezcla al azar de 
polímeros de RNA se somete a una “selección no 
natural”, haciéndola pasar por una resina a la cual se 
ha unido ATP. El límite práctico de la complejidad de 
una mezcla de RNA son 10% secuencias diferentes, lo 
que permite promediar completamente 25 nucleóti- 
dos (4% = 105). Para RNA más largos, el conjunto de 
RNA utilizados para iniciar la búsqueda no incluye 
todas las secuencias posibies. Los polímeros de RNA 
que pasan a través de la columna son descartados 
(paso (Y) ); los que se unen al ATP son eluidos de la 
columna con una disolución salma y recogidos 
(paso @). En el paso @ Los polímeros de RNA recu- 
perados son amplificados con transcriptasa inversa 
para hacer muchas copias de DNA complementarias 
de los RNA seleccionados; a continuación una RNA 
polimerasa hace muchas copias de RNA complemen- 
tarias de las moléculas de DNA re tes. 
mente, en el paso @, Este conj 
somete al mismo procedimiento de selección y € 
ciclo se repite una docena de veces o más. Al final, 
sólo quedan unos pocos aptámeros, en este caso 
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FIGURA 1 El método SELEX 


secuenciás de RNA con una considerable afinidad 
por el ATP. 

En la Figura 2 se muestran las características 
secuenciales críticas de un aptámero de RNA que se 
une al ATP; las moléculas con esta estructura general 
se unen al ATP (y a otros nucleótidos de adenosina) 
con una K, < 50 ym. La Figura 3 muestra la estructu- 
ra tridimensional de un aptámero de RNA de 36 
nucleótidos (mostrado formando un complejo con 
AMP) generado por SELEX. Este RNA posee la 
estructura mostrada en la Figura 2. 

Además de sus usos en la investigación de la 
funcionalidad potencial del RNA, el SELEX 
puede ser útil en la identificación de RNA cortos de 
utilidad farmacológica. Encontrar un aptámero que 
se una específicamente a todas las dianas terapéuti- 
cas potenciales puede ser imposible, pero la capaci- 
dad del SELEX para seleccionar y amplificar con 
rapidez una secuencia oligonucleotídica específica 
entre una compleja variedad de secuencias puede 
ser útil para desarrollar nuevas terapias. Por ejem- 
plo, puede ser factible seleccionar un RNA que se 
una fuertemente a una proteína de receptor presen- 
te en células tumorales. El bloqueo de la actividad 
del receptor o el direccionamiento de una toxina 
hacia las células tumorales mediante su unión al 
aptámero mataría las células. El SELEX también se 
Tl para seleccionar aptámeros de DNA que 
etectan esporas del ántrax. Muchas otras promete- 
doras aplicaciones se encuentran en curso de desa- 
rrollo. E 


FIGURA 2 Aptámero de RNA que se une a ATP. Los nucleótidos 
sombreados son los necesarios para la actividad de unión. 
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FIGURA 3 Aptámero de RNA unido a AMP. Las bases de los 
nucleótidos conservados (que forman la cavidad de unión), en verde 
pálido; el AMP unido, en rojo. [Fuente: Información extraída del PDB 
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La búsqueda de RNA con nuevas funciones catalíti- 
cas se ha visto favorecida por un método que permite 
examinar mezclas de RNA de secuencia al azar y aislar 
aquellos que poseen actividades particulares; conocido 
como SELEX, este consiste en un proceso de evolución 
acelerado en el tubo de ensayo (Recuadro 26-3). Se ha 
utilizado el SELEX para generar moléculas de RNA que 
se unen a aminoácidos, colorantes orgámicos, nucleóti- 
dos, cianocobalamina y otras moléculas. También se han 
aislado ribozimas que catalizan la formación de enlaces 
éster y amida, reacciones $, 2, adición de metales a las 
porfirinas y formación de enlaces carbono-carbono. La 
evolución de cofactores enzimáticos con “asas” nucleo- 
tídicas que facilitan la unión a ribozimas puede haber 
ampliado el repertorio de procesos químicos disponible 
para los sistemas metabólicos primitivos. 


4. La estructura del Ribosoma Tal como veremos en el 
capítulo 27, algunas moléculas de RNA naturales, com- 
ponentes del ribosoma, pueden catalizar la formación de 
enlaces peptídicos, lo cual da idea de cómo el mundo de 
RNA ha podido ser transformado por el mayor potencial 
catalítico de las proteínas. La evolución de una capaci- 
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FIGURA 26-40 Replicación autoalimentada de un enzima de RNA. 
Este sistema tiene muchas de las propiedades de un sistema vivo. Las 
moléculas de RNA incorporan información y actividad catalítica y la 
reacción produce un aumento exponencial de los RNA producto. Cuando 
se introducen variantes de los sustratos de RNA, el sistema experimenta 
selección natural, de modo que las moléculas que mejor se replican aca- 
ban dominando la población. (a). Se muestra el esquema de la reacción, 
Los oligorribonucteótidos A y B se aparean con el ribozima E y se ligan 
catalíticamente para formar el ribozima E. La unión de los oligorribonu- 


dad de sintetizar proteínas pudo ser un acontecimiento 
trascendental en la evolución del mundo de RNA, permi- 
tiendo la generación de polímeros que pudieran estabili- 
zar estructuras complejas de RNA. A pesar de eso, el 
comienzo de la sisntesis peptídica también podría haber 
puesto en peligro la desaparición del mundo de RNA. 
Las proteínas són simplemente mejores catalizadores. El 
papel de portador de información del RNA puede haber 
sido asumido por el DNA porque el DNA es más estable 
químicamente. La RNA replicasa y la transcriptasa inver- 
sa pueden ser versiones modernas de enzimas que en 
cierto tiempo jugaron un importante papel en la transi- 
ción a los sistemas modernos basados en el DNA. 


5. Vestigios Existentes de un Mundo de RNA Las funcio- 
nes conocidas del RNA continúan multiplicándose cada 
década. Los retroviruses, otras clases de virus de RNA y 
los retrotransposones habitan un universo medio inde- 
pendiente, manteniendo una vida parasítica en la bios- 
fera. Para los biólogos evolutivos, estas entidades 
casi-vivas generan una ventana de los pasos imprescin- 
dibles para la evolución de la vida. Los transposones 
pueden haber sido una innovación temprana en un 


cleótidos A' y B’ es catalizada igualmente por el ribozima E. Los niveles 
de E y E' crecen exponencialmente, con un tiempo de duplicación de 
aproximadamente una hora a 42”, siempre que se mantenga el suminis- 
tro de los precursores A, B, A' y B'. (b) La reacción de ligación implica el 
ataque del 3' OH de un oligorribonucieótido sobre el fosfato a del 5'-tri- 
fostato del otro oligorribonucleótido. Se libera pirofosfato. El aparea- 
miento de los sustratos con el ribozima es determinante en el alinea- 
miento de los sustratos para la reacción. [Fuente: información de T. A. 
Lincoln y G. F. Joyce, Science 323:1229, 2009] 


mundo de RNA. Con la aparición de los primeros, inefi- 
cientes autoreplicativos, la transposición podría haber 
sido una importante alternativa a la replicación como 
estrategia para reproducirse con éxito y sobrevivir. Los 
primitivos parásitos de RNA simplemente se habrían 
introducido en una molécula autorreplicativa mediante 
una transesterificación catalizada, para luego ser repli- 
cados pasivamente. La selección natural habría conver- 
tido la transposición en específica de sitio, para no 
interferir con las actividades catalíticas del RNA hués- 
ped. Las secuencias autorreplicativas y los transposo- 
nes podrían haber establecido una primitiva relación 
simbiótica, en la que cada uno habría contribuido a la 
evolución del otro. Los intrones modernos, los retrovi- 
rus y los transposones podrían ser vestigios de la estra- 
tegia de hacerse transportar adoptada por los primitivos 
RNA parásitos. Estos elementos siguen contribuyendo 
considerablemente a la evolución de sus huéspedes. 


6. Avances en la búsqueda de un replicador de RNA La 
hipótesis de un mundo de RNA requiere que un políme- 
ro de nucleótidos se reproduzca a sí mismo. ¿Puede un 
ribozima llevar a término su propia síntesis en un modo 
dependiente de molde? Encontrar este ribozima o siste- 
ma de ribozimas es cada vez más próximo. Por ejemplo, 
Gerald Joyce y colaboradores publicaron en 2009 la 
existencia de dos ribozimas que podían catalizar recípro- 
camente su propia formación (Fig. 26-40). Un ribozi- 
ma, E, cataliza la unión de dos oligonucleótidos (A y B’) 
que crea un segundo ribozima complementario, denomi 
nado E”. E podría catalizar a contin 
otros dos oligonucleótidos (A y B) 
molécula de E. En este sistema, la formación de E y 
es dependiente de molde y las cantidades crecen expo- 
nencialmente mientras los sustratos estén disponibles y 
las proteínas ausentes. El sisterna evolucionó y aparecie- 
ron enzimas más eficientes en la población, Una RNA 
polimerasa más general del tipo de los ribozimas fue 
descrita en 2011 por Philipp Holliger y colaboradores. 

Aunque el mundo de RNA sigue siendo una hipóte- 
sis con muchos aspectos todavía por explicar, las prue- 
bas experimentales apoyan un número cada vez mayor 
de sus elementos fundamentales. Futuras investigacio- 
nes deberían ampliar nuestra compresión. Algunas pie- 
zas importantes del rompecabezas procederán de los 
estudios de la química fundamental de las células y 
quizás de otros planetas. 


RESUMEN 26.3 Síntesis de RNA y DNA dependiente de RNA 


MM Las DNA polimerasas dependientes de RNA, tam- 
bién denominadas transcriptasas inversas, fueron des- 
cubiertas en los retrovirus, que han de convertir sus 
genomas de RNA en DNA de doble cadena durante su 
ciclo vital. Estos enzimas transcriben el RNA vírico en 
DNA, proceso que puede aprovecharse experimental- 
mente para obtener DNA complementario. 

MM Muchos transposones eucarióticos están relaciona- 
dos con los retrovirus y su mecanismo de transposición 
incluye un intermedio de RNA. 

© La telomerasa, el enzima que sintetiza los extremos 
teloméricos de los cromosomas lineales, es una trans- 
criptasa inversa especializada que contiene un molde de 
RNA interno. 
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M Las RNA polimerasas dependientes de RNA, tales 
como las replicasas de los bacteriófagos de RNA, son 
específicas de molde para el RNA vírico. 

MM La existencia de RNA catalíticos y de rutas para la 
interconversión de RNA y DNA se encuentran entre las 
líneas de investigación que apoyan la hipótesis del 
mundo de RNA, El potencial bioquímico de los RNA 
puede ser explorado por SELEX, un método para la 
rápida selección de secuencias de RNA con propiedades 
catalíticas o de unión especiales. 


E Términos clave 
Todos los términos en negrita están definidos en el glosario. 
transcripción 1027 cola de poli(A) 1045 


RNA mensajero poliadenilato 
(mBNA) 1027 polimerasa 1045 
RNA de transferencia mecanismo de corte 
(tRNA) 1027 y empalme 
RNA ribosómico alternativo 1046 
(rRNA) 1027 ENA nucleolar pequeño 
transcriptoma 1027 (snoRNA) 1048 
RNA polimerasa dependiente SKORNP 1048 
de DNA 1028 microRNA (miRNA) 1051 
hebra molde 1029 apcuerncia guía 
hebra no molde 1029 intema 1052 
hebra codiñcante 1029 exosoma 1054 
promotor 1030 polinucleótido 
secuencia consenso 1030 fosforilasa 1054 
proteína receptora transcriptasa 
de cAMP (CRP) 1031 inversa 1055 
A 1031 retrovirus 1055 
e la huella 1032 DNA complementario 


(cDNA) 1057 


factores 

de transcripción 1036 alojamiento 1058 
ribozimas 1039 telomerasa 1059 
transcrito primario 1039 lezoenT 1059 
corte y empalme RNA polimerasa 

de RNA 1039 dependiente de RNA 
casquete 5' 1040 (RNA replicasa) 1061 
espliceosoma 1042 SELEX 1064 
RNA nuclear pequeño 

(snRNA) 1042 


EE Problemas 


1. RNA polimerasa (a) ¿Cuánto tardaría la RNA polimerasa 
de E. coli en sintetizar el transcrito primario de los genes de 
E. coli que codifican los enzimas del metabolismo de la lactosa 
(el operón lac de 5300 pb discutido en el Capítulo 28)? (b) 
¿Qué distanci a lo largo del DNA habrá recorrido la “burbuja” 
formada por la RNA polimerasa en 10 segundos? 


2. Corrección de errores por las RNA polimerasas Las 
DNA polimerasas pueden corregir errores, mientras que la ca- 
pacidad de corrección de errores de las RNA polimerasas es 
limitada. Dado que un error de una sola base, tanto en la repli- 
cación como en la transcripción, puede conducir a un error en 
la síntesis de proteínas, sugiera una posible explicación bioló- 
gica de esta diferencia. 


3. Modificación postranscripción del RNA Anticipe los 
probables efectos de una mutación en la secuencia (5 
AAUAAA en un transcrito de mRNA eucariótico. 
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4. Hebras codificantes y hebras molde El genoma de RNA 
del fago Q8 es la hebra que no sirve de molde, o hebra codifi- 
cante, y que al introducirse en la célula actúa como un mRNA. 
Suponga que la RNA replicasa del fago Q8 haya sintetizado 
principalmente las hebras molde de RNA y que únicamente las 
haya incorporado a las partículas víricas en lugar de las hebras 
no molde. ¿Cuál sería el destino de las hebras molde al entrar 
en una nueva célula? ¿Qué enzima habría que incluir en estas 
partículas víricas con hebras molde para invadir con éxito una 
célula huésped? 


5. Transcripción El gen que codifica el enzima fS-galactosi- 
dasa de E. coli empieza con la secuencia ATGACCATGAT- 
TACG. ¿Cuál es la secuencia del transcrito de RNA especificado 
por esta parte del gen? 


6. Química de la biosíntesis de los ácidos nucleicos Des- 
criba tres propiedades comunes a las reacciones catalizadas 
por la DNA polimerasa, la RNA polimerasa, la transcriptasa 
inversa y la RNA replicasa. ¿En qué se parece y en qué se dife- 
rencia la polinucleótido fosforilasa de estos enzimas? 


7. Corte y empalme de RNA ¿Cuál es el número mínimo de 
reacciones de transesterificación necesario para cortar y em- 
palmar un intrón en un transcrito de MRNA? ¿Por qué? 


8. Maduración del RNA Si se bloquea el corte y empalme de 
un MRNA de una célula de un vertebrado, las reacciones de 
modificación del rRNA también se bloquean. Sugiera una ex- 
plicación. 


9. Genomas de RNA Los virus de RNA tienen genomas rela- 
tivamente pequeños. Por ejemplo, los RNA mono a de los 
retrovirus tienen unos 10.000 nucleótidos y el Rao 
tiene 4.220 nucleótidos. Dadas las propiedades de i 
tasa inversa y de la RNA replicasa descritas en este capítulo, 


¿puede sugerir una razón para que estos genomas víricos sean 
tan pequeños? 


10. Escrutinio de RNA por SELEX El límite práctico para 
el número de secuencias de RNA diferentes que pueden ser 
examinadas en un experimento de SELEX es 10%. (a) Su- 
ponga que trabaja con oligonucleótidos de 32 nucleótidos de 
longitud, ¿Cuántas secuencias hay en una muestra que con- 
tenga todas las secuencias posibles? (b) ¿Qué porcentaje 
puede ser examinado en un experimento de SELEX? (c) Su- 
ponga que quiere seleccionar una molécula de RNA que cata- 
lice la hidrólisis de un éster en particular. Apoyándose en sus 
conocimientos de la catálisis, proponga una estrategia de SE- 
LEX que permita seleccionar el catalizador apropiado. 


11. Muerte lenta La seta mortal, Amanita phalloides, con- 
tiene varias substancias peligrosas, entre las que se encuentra 
la a-amanítina, que es mortal. Esta toxina bloquea la elonga- 
ción del RNA en los consumidores del hongo, uniéndose a la 
RNA polimerasa H eucariótica con gran afinidad; es mortal a 
concentraciones de 10* m. La reacción inicial a la ingestión del 
hongo son trastornos gastrointestinales (causados por otras 
toxinas). Estos síntomas desaparecen, pero unas 48 horas más 
tarde sobreviene la muerte, normalmente por disfunción he- 
pática. ¿Cuál puede ser la explicación de que la a-amanitina 
tarde tanto tiempo en provocar la muerte? 


12, Detección de cepas de la tuberculosis resis- 

tentes a la rifampicina La rifampicina es un antibió- 
tico importante usado para tratar la tuberculosis, así como 
otras enfermedades causadas por micobacterium. Algunas ce- 
pas de Mycobacterium tuberculosis, el agente causal de la 


tuberculosis, son resistentes a la rifampicina. Estas cepas se 
vuelven resistentes a consecuencia de mutaciones en el gen 
rpoB, que codifica la subunidad 4 de la RNA polimerasa. La 
rifampicina no puede unirse a la RNA polimerasa mutante y 
por tanto es incapaz de bloquear la iniciación de la transcrip- 
ción, Secuencias de DNA de un elevado número de cepas de 
M. tuberculosis resistentes a la rifampicina tienen mutaciones 
en una región específica de 69 pb del gen rpoB. Una cepa con 
resistencia a la rifampicina bien caracterizada tiene un único 
par de bases alterado en rpoB, que da lugar a una sola sustitu- 
ción aminoacídica en la subunidad 8: un residuo de His que es 
reemplazado por un residuo de Asp. 

Sobre la base de sus conocimientos de química deproteí- 
nas, sugiera una técnica que permita la detección de una cepa 
resistente a la rifampicina que contenga esta mutación en par- 
ticular. 

Sobre la base de sus conocimientos de la química de áci- 
dos nucleicos, sugiera una técnica para identificar la forma 
mutante de rpoB. 


E Bioquímica en Internet 


13. El gen de la ribonucleasa La ribonucleasa pancreática 
humana tiene 128 residuos. 

(a) ¿Cuál es el número mínimo de pares de nucleótidos 
requerido para codificar esta proteína. 

(b) El mRNA expresado en las células páncreáticas huma- 
nas fue copiado con transcriptasa inversa para crear una “ge- 
noteca” de DNA humano. La secuencia del mRNA que codifica 

ribonucleasa pancreática humana fue determinada secuen- 
il mplementario (CDNA) de esta genoteca que 
ontenía una pauta de lectura abierta para la proteína. Utilice 
la base de datos NCBI (www. ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide) 
para encontrar la secuencia publicada de este mRNA (busque 
el número de acceso D26129). ¿Cuál es la longitud de este 
mRNA? 

(c) ¿Cómo puede explicar la discrepancia entre el tamaño 

que calculó en (a) y la longitud real del mRNA? 


E Problema de análisis de datos 


14. Un caso de edición de RNA El receptor del AMPA 
(ácido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolipropiónico) es un 
componente importante del sistema nervioso humano. Está 
presente en varias formas, en diferentes neuronas, y parte de 
esta variabilidad es el resultado de modificaciones post-trans- 
cripción. Este problema examina la investigación sobre el me- 
canismo de edición de este RNA. 

Un informe inicial de Sommer y colaboradores (1991) exa- 
minó la secuencia que codifica un residuo Arg clave del recep- 
tor del AMPA. La secuencia del cDNA (véase la Fig. 9-14) del 
receptor del AMPA mostró un codón CGG (Arg; véase la Fig. 
27-7) para este aminoácido. Sorprendentemente, el DNA ge- 
nómico mostró un codón CAG (Gin) en esta posición. 

(a) Explique por qué este resultado está de acuerdo con la 
modificación post-transcripción del mRNA del receptor del 
AMPA. 

Rueter y colaboradores (1995) exploraron este meca- 
nismo en detalle. Primero desarrollaron un ensayo para dist.in- 
guir entre trancritos editados y no editados, basado en el 
método de Sanger para secuenciar DNA (véase la Fig. 8-33). 
Modificaron la técnica para determinar si la base en cuestión 


era o no una A (como en CAG). Diseñaron dos cebadores de 
DNA basados en la secuencia genómica de esta región del gen 
del AMPA. Estos cebadores y la secuencia de la hebra no 
molde de! DNA genórmico de la región de interés del gen del 
receptor del AMPA se muestran al final de la página; el residuo 
de Á editado se muestra en rojo. 

Para detectar si esta Á estaba presente o había sido susti- 
tuida por otra base, Rueter y colaboradores utilizaron el si- 
guiente procedimiento: 


1. Prepararon cDNA complementario del mRNA, utilizando 
el cebador 1, transcriptasa inversa, dATP, dGTP, dCTP y 
dTTP. 

2. Eliminaron el mRNA. 

3.  Hibridaron el cebador 2 marcado con %P con el cDNA y 
añadieron DNA polimerasa, dGTP, dCTP, dTTP y ddATP 
(didesoxi ATP; véase la Fig. 8-33). 

4. Desnaturalizaron los dúplex resultantes y los separaron 
por electroforesis en gel de poliacrilamida (véase la Fig. 
3-18). 

5. Detectaron las especies de DNA marcadas con *P por 
autorradiografía. 


Encontraron que el mRNA editado producía un ["P]DNA de 
22 nucleótidos, mientras que el mRNA no editado producía un 
(2PIDNA de 19 nucleótidos. 

(b) Utilizando las secuencias abajo indicadas, explique de 
qué modo los RNA editados y no editados dieron lugar a estos 
diferentes productos. 

Utilizando el mismo procedimiento, esta vez para medir la 
fracción de transcritos editados en diferentes condiciones, los 
investigadores encontraron que extractos akg 
les cultivadas (una línea celular común A+ 
podían editar el mRNA con elevada eficie j ai 7 | 
nar la naturaleza de la maquinaria de edición trataron previa- 
mente un extracto activo de HeLa tal como se describe en la 
siguiente tabla y midieron su capacidad para editar el mRNA 
de AMPA. La proteinasa K degrada proteínas solamente; la 
nucleasa micrococal, solamente DNA. 


Muestra  Pretratamiento % de mRNA editado 
1 Ninguno 18 

2 Proteinasa K 5 

3 Calor hasta 65°C 

4 Calor hasta 85°C 3 

5 Nucleasa micrococal 17 
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(c) Utilice estos datos para argumentar que la maquinaria 
de edición está compuesta de proteína. ¿Cuál es la debilidad 
de este argumento? 

Para determinar la naturaleza exacta de la base editada, 
Rueter y colaboradores utilizaron el siguiente procedimiento: 


1. Sintetizaron mRNA, usando [a-*P]JATP en la mezcla de 
reacción. 

2. Editaron el mRNA marcado incubándolo con el extracto 
de HeLa. 

3. Hidrolizaron el mRNA editado con nucleasa P1 para pro- 

ducir nucleótidos monofosfato individuales . 

4. —Separaron los nucleótidos monofosfato por cromatografía 
en capa fina (TLC; véase la Fig. 10-25b). 

5.  Identificaron los nucleótidos monofosfato marcados con 
2P resultantes por autorradiogralfía. 

En el mRNA no editado encontraron solamente [*?P]AMP; en 

el mRNA editado encontraron sobre todo [*P]JAMP y algo de 

["PJIMP (inosina monofosfato; véase la Fig. 22-36). 

(d) ATP en este experimento? 

(e) ¿Por qué fue necesario utilizar [a-*PJATP en lugar de 
[a-*PIGTP, [a-2P]CTP o [a-*P]JUTP? 

(1) ¿Cómo puede excluirse la posibilidad que el nucleótido 
Á entero (azúcar, base y fosfato) fuese eliminado y reempla- 
zado por un nucleótido de I durante el proceso de edición? 

A continuación los investigadores editaron mRNA que fue 
marcado con (2,8-*H]ATP y repitieron el procedimiento ante- 
rior. Los únicos mononucleótidos marcados con °H fueron 
AMP e IMP. 

(g) ¿Por qué este resultado excluye la eliminación de la 
base A (dejando la cadena azúcar-fosfato intacta) seguida del 


POR riento con una base I como mecanismo de edición? 
¿Cuál es pues en este caso el mecanismo más probable de edi- 


ción? 

(h) ¿Por qué el cambio de un residuo Á por un residuo l en 
el mRNA explica el cambio de Gin a Arg en la secuencia pro- 
teica en las dos formas del receptor del AMPA? (sugerencia: 
véase la Fig. 27-8) 
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(5)..GTCTCTGGTTTTCCTTGGGTGCCTTTATGCAGCAAGGATGCGATATTTCGCCAAG.. 


Cebador 1: 


Cebador 2: (5)ECTTGGGTGCCETTTA 


CGTTCECTACGCTATAAAGCGGTTC (55) 
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as proteínas son los productos finales de la mayo- 

ría de las rutas de la información. Cualquier célula 

necesita en cada instante miles de proteínas dife- 
rentes. Estas proteínas han de ser sintetizadas en res- 
puesta a las necesidades celulares del momento, trans 
portadas (dirigidas) hasta la localizaútó 
cuada y degradadas cuando ya nose ON PSQua 
Muchos de los componentes fundamentales y de 
mecanismos utilizados por la maquinaria de la síntesis 
proteica están notablemente bien conservados en todas 
las formas de vida desde las bacterias hasta los eucario- 
tas superiores, lo que demuestra que se encontraban en 
el último antepasado común universal (LUCA) de todos 
los organismos actualmente existentes. 

La comprensión de la síntesis proteica, el más com- 
plejo de los mecanismos biosintéticos, ha sido uno de 
los mayores retos de la historia de la bioquímica. En las 
células eucariotas, la síntesis proteica requiere la parti- 
cipación de más de 70 proteínas ribosómicas diferentes; 
20 o más enzimas para activar los aminoácidos precur- 
sores, una docena o más de enzimas auxiliares y otros 
factores específicos para el inicio, la elongación y la 
terminación de los polipéptidos; unos 100 enzimas adi- 
cionales para la modificación de las diferentes clases de 
proteínas y 40 o más clases de RNA ribosómico y de 
transferencia. En total, casi 300 macromoléculas dife- 
rentes han de cooperar para sintetizar los polipéptidos. 
Muchas de estas macromoléculas están entre las más 
abundantes que se encuentran en cualquier célula. 
Algunas de ellas forman parte de la compleja estructura 
tridimensional de los ribosomas. 

Para apreciar en su justa medida la importancia de 
la síntesis proteica, conviene considerar los recursos 
celulares dedicados a este proceso. La síntesis proteica 
consume hasta el 90% de la energía química utilizada 
por la célula en todas las reacciones biosintéticas. Cada 
célula bacteriana, arquea o eucariótica contiene desde 
unas cuantas hasta millares de copias de cada tipo de 


proteína y de RNA. Los 15.000 ribosomas, los 100.000 
factores proteicos y enzimáticos relacionados con la 
síntesis de proteínas y las 200.000 moléculas de tRNA 
presentes en una célula bacteriana típica representan 
más del 35% del peso seco celular. 

A pesar de esta gran complejidad, de la síntesis de 
proteínas, las proteínas se fabrican a velocidades verti- 
ginosas. Una cadena polipeptídica completa de 100 
residuos se sintetiza en una célula de E. coli (a 37 *C) 
en aproximadamente 5 segundos. La síntesis de los 
millares de proteínas diferentes de una célula está 
estrechamente regulada para que sólo se fabrique la 

tidad necesaria en las condiciones metabólicas 


ATIAN es. Para mantener la mezcla apropiada y la 


concentración adecuada de proteínas, los procesos de 
direccionamiento y degradación deben estar coordina- 
dos con la síntesis. La investigación está desvelando 
gradualmente el conjunto de procesos celulares que 
dirigen cada proteína hasta su localización celular 
correcta y que degradan selectivamente las proteínas 
cuando ya no son necesarias. 
El estudio de la síntesis 
proteica ofrece otra importan- 
te recompensa: un panorama 
sobre el mundo de los cataliza- 
dores de RNA que pueden 
haber existido antes del esta- 
blecimiento de la vida “tal 
como la conocemos”. La deter- 
minación de la estructura tri- 


dimensional de los cromoso- con OR de 
mas bacterianos, iniciada el | 
Harry Noller.] 


año 2000, ha mostrado el fun- 
cionamiento de la síntesis proteica con gran detalle 
molecular. También ha confirmado una hipótesis formu- 
lada por primera vez por Harry Noller dos décadas 
antes: las proteínas son sintetizadas por un gigantesco 
enzima de RNA 


27.1 El código genético 


Tres importantes descubrimientos allanaron el camino 
hasta el conocimiento presente de la síntesis proteica. A 
principios de los años 1950, Paul Zamecnik y colabora- 
dores diseñaron diversos experimentos para mvestigar 
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en qué lugar de la célula se sintetizaban las proteínas. 
Inyectaron aminoácidos radiactivos a ratas y se extraje- 
ron los hígados, se homogenizaron y fraccionaron por 
centrifugación a diferentes 
intervalos después de la inyec- 
ción. Seguidamente, se anali- 
zaron las proteínas radiactivas 
en las fracciones subcelulares. 
Cuando se dejaban pasar horas 
o días después de la inyección 
de los aminoácidos marcados 
todas las fracciones subcelula- 
res contenían proteínas mar- 
cadas. No obstante, cuando 
habían transcurrido escasa- 
mente unos minutos sólo se 
encontraba proteína marcada 
en la fracción que contenía 
partículas pequeñas de ribo- 
nucleoproteína. Estas partículas, visibles en los tejidos 
animales por microscopía electrónica, se identificaron, 
por tanto, como el sitio de la síntesis proteica a partir de 
aminoácidos y más tarde se las llamó ribosomas 
(Fig. 27-1). 

El segundo descubrimiento clave fue realizado por 
Mahlon Hoagland y Zamecnik, que encontraron que los 
aminoácidos eran “activados” cuando se incubaban con 
ATP y la fracción citosólica del hígado. Los aminoácidos 
se unían a una forma especial de RNA soluble y ter- 
moestable, caracterizada por Robert Holley, llamada 
más tarde RNA de transferencia (tRNA), do 
aminoacil-tRNA. Los enzimas que catali 


ceso son las aminoacil-tRNA sintetasas. 


Paul Zamecnik, 1912-2009 
[Fuente: Archives and Special 
Collections, Massachusetts 
Genera! Hospital.] 
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FIGURA 27-1 Ribosomas y retículo endoplasmático. La micrografía 
electrónica y el dibujo esquemático de una porción de célula pancreática 
muestran ribosomas unidos a la cara externa (citosólica) del retículo 
endoplasmático (RE). Las ribosomas son los numerosos pequeños pun- 
tos en el borde de las capas de membranas paralelas. (Fuente: Joseph F. 
Gennaro Jr/ Fuente científica) 


El tercer descubrimiento importante tuvo lugar 
cuando Francis Crick se preguntó de qué modo la infor- 
mación genética contenida en el lenguaje de 4 letras de 
los ácidos nucleicos podía traducirse al lenguaje de 20 
letras de las proteínas. Crick propuso que un pequeño 
ácido nucleico (tal vez RNA) podría desempeñar el 
papel de adaptador; una parte de la molécula de adap- 
tador se uniría a un aminoácido específico mientras que 
otra parte del adaptador reconocería la secuencia 
nucleotídica que codificara dicho aminoácido en el 
mRNA (Fig. 27-2). Esta idea pronto fue confirmada. El 
tRNA adaptador “traduce” la secuencia nucleotídica de 
un mRNA a la secuencia de aminoácidos de un polipép- 
tido. El proceso global de síntesis de proteínas guiada 
por mRNA muy a menudo se denomina simplemente 
traducción. 

Estos tres avances pronto condujeron a la identifi- 
cación de las principales fases de la síntesis de proteínas 
y finalmente a la elucidación del código genético que 
especifica cada uno de los aminoácidos. 


El código genético fue descifrado mediante moldes 
de mRNA artificiales 


En la década de 1960 estaba claro que se requerían al 
menos tres residuos nucleóticos del DNA para codificar 
cada aminoácido. El código de cuatro letras del DNA (A, 
T, G y C) en grupos de dos sólo puede dar 4? = 16 com- 
binaciones diferentes, que no son suficientes para codi- 
ficar los 20 aminoácidos. No obstante, cuatro bases en 

pos de tres pueden dar 4* = 64 combinaciones dife- 


© N las características esenciales del código 
genético fueron rápidamente establecidas mediante 
experimentos genéticos (Figs. 27-3, 27-4). Un codón 
es un triplete de nucleótidos que codifica un aminoáci- 
do específico. La traducción tiene lugar de manera que 
los tripletes son leídos sucesivamente y sin solapamien- 
to. Un primer codón específico en la secuencia determi- 
na el marco de lectura, en el que un nuevo codón 


Aminoácido 


Sitio de unión 
del aminoácido 


Adaptador 


Triplete de nucleótidos 
que codifica un aminoácido 


FIGURA 27-2 Hipótesis del adaptador de Crick. Actuaimente sabe- 
mos que el aminoácido está unido covalentemente al extremo 3‘ de la 
molécula de tRNA y que un triplete de nucleótidos específico en otra 
parte de la molécula de tRNA interacciona con un triplete específico en 
e: MRNA mediante puentes de hidrógeno entre bases complementarias. 


Código sin AUA, CGA|,GUC,___ 
solapamiento 1 2 3 
Código con AUA CGA GUC 
solapamiento 1 

2 


3 


FIGURA 27-3 Un código con solapamiento frente a un código sin 
solapamiento. En ur código sin solapamiento los codones (numerados 
de forma consecutiva) no comparten nucleótidos. En un código con 
solapamiento, algunos nucleótidos del mRNA son compartidos por 
codones diferentes. En un código de tripletes con solapamiento máximo, 
muchos nucleótidos como el tercer nucleótido (A) de la izquierda, son 
compartidos por tres codones. Obsérvese que en un código con solapa- 
miento, la secuencia det primer codón limita las posibles secuencias del 
segundo codón. Un código sin solapamiento da mucha más flexibilidad 
en la secuencia de tripletes de los codones vecinos y, por tanto, en las 
posibles secuencias de aminoácidos especificadas por el código. El 
código genético utilizado en todos los sistemas vivos es sin solapa- 
miento. 


empieza cada tres nucleótidos. No hay puntuación entre 
los codones de sucesivos aminoácidos. La secuencia de 
aminoácidos de una proteína está definida, por tanto, 
por una secuencia lineal de tripletes contiguos. En prin- 
cipio, cualquier secuencia de DNA de cadena sencilla o 
de mRNA tiene tres posibles marcos de lectura. Cada 
marco de lectura da una secuencia diferente de codones 
(Fig. 27-5), pero sólo una es probable que codifique 
una proteína determinada, Todavía quedaba una 
gunta fundamental por responder. ¿Ciráles e 
palabras de tres letras para cada amin 2 

En 1961 Marshall Niren- 
berg y Heinrich Matthaei rea- 
lizaron el primer avance signi- 
ficativo. Incubaron poliuridila- 
to sintético, poli(U), con un 
extracto de E. coli, GTP, ATP 
y una mezcla de los 20 ami- 
noácidos en 20 tubos diferen- 
tes, cada tubo con un aminoá- 
cido diferente marcado con 
radioactividad. Puesto que el 
mRNA poli(U) está formado a 
por muchos tripletes UUU Marshal: Nirenberg, 1927-2010 
sucesivos, debería promover Fuente: AP Photo] 
la síntesis de un polipéptido que contuviera solamente 
el aminoácido codificado por el triplete UUU. En efecto, 
se formó un polipéptido radiactivo sólo en uno de los 20 
tubos, el que contenía fenilalanina radiactiva. Nirenberg 
y Matthaei concluyeron, por tanto, que el triplete UUU 
codifica la fenilalanina. El mismo método demostró que 
el polinucleótido sintético policitidilato o poli(C) codifi- 
ca un polipéptido que sólo contiene prolina (poliproli- 
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mRNA  5'-- Gu Alí6 c clfu a clí6 6 AJ[U--- 3 


(+) 
moción > — GU RECORRE A --- 
(-) 
Deieción — --GUANEEMIACANCALU --- 
(+) (> 
y deleción 


Mores de lectura 
restaurado 


FIGURA 27-4 Código de tripletes no solapados. Los datos sobre la 
naturaleza del código genético se obtuvieron a partir de muchos tipos de 
experimentos, entre ellos experimentos genéticos sobre los efectos de 
mutaciones por deleción e inserción. La inserción o deleción de un par 
de bases (mostrada aquí en el transcrito de mRNA) altera la secuencia 
de tripietes en un código sin solapamiento; todos los aminoácidos codifi- 
cados por el mRNA después del cambio quedan afectados. La combina- 
ción de mutaciones por inserción y deleción afecta algunos aminoácidos, 
pero finalmente puede restaurar la secuencia correcta de aminoácidos. 
La adición o sustracción de tres nucleótidos (no mostrada) deja intactos 
los restantes tripletes, lo que demuestra que un codón tiene tres nucleó- 
tidos, y no cuatro o cinco. Los codones de tripletes sombreados en gris 
son los transcritos a partir del gen original; los codones sombreados en 
azul son codones nuevos resultantes de mutaciones por inserción o 
deleción. 


na), mientras que el poliadenilato, poli(A), codifica la 
polilisina. El poliguanilato no generó ningún polipéptido 


A Noma espontáneamente tetraplexos (véase la 
HO ) que no pueden unirse a los ribosomas. 


Los polinucleótidos sintéticos utilizados en estos 
experimentos se obtuvieron con la polinucleótido fosfo- 
rilasa, que cataliza la formación de polímeros de RNA a 
partir de ADP, UDP, CDP y GDP. Este enzima, descu- 
bierto por Severo Ochoa, no requiere molde y fabrica 
polímeros con una composición de bases que refleja 
directamente la concentración relativa de los precurso- 
res nucleósido 5'-difosfato del medio. Si a la polinucleó- 
tido fosforilasa se le suministra sólo UDP, fabrica 
poli(U). Si se le suministra una mezcla de cinco partes 
de ADP y una de CDP, fabricará un polímero con cinco 
sextos de adenilato y un sexto de citidilato. Un polímero 
al azar de este tipo es probable que contenga muchos 
tripletes con la secuencia AAA, un número menor de 
AAC, ACA y CAA, relativamente pocos ACC, CCA y 
CAC y muy pocos tripletes CCC (Tabla 27-1). Con la 
utilización de diferentes mRNA artificiales producidos 
por la polinucleótido fosforilasa a partir de mezclas de 
partida diferentes de ADP, GDP, UDP y CDP, los grupos 
de Nirenberg y Ochoa pronto identificaron la composi- 
ción de bases de los tripletes que codifican la casi tota- 


Marco de lectura1 5'--U U cU c Gl Acc y Els A GA U UCA CAS 0)---3" 


Marco de lectura 2 


Marco de lectura 3 


a _ _ FA 
- = 2 ~- ~ 
== ~ 


FIGURA 27-5 Marcos de lectura en el código genético. En un código de tripletes sin solapamiento, 
todos los mRNA tienen tres pautas de lectura potenciales, mostradas en diferentes colores. Obsérvese 
que los tripietes y, por tanto, los aminoácidos especificados, son diferentes en cada marco de lectura. 
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TABLA 27-1 


Incorporación de aminoacidos en polipeptidos en respuesta 
a polimeros aleatorios de RNA 


de incorporación observada basada en la asignación 

| Aminoácido (Lys=100) correspondiente* (Lys=100) 

| Asparagina 24 AC 20 
'Glutamina 24 AJO 20 
Histidina 6 AC, 4 

Lisina 100 AAA 100 

Prolina 7 AC,, COC 48 
'Treonina 26 AGAC, E 24 | 


¡KA AAA A A A AA 


Nota: Aquí aa presenta un resumen de los datos de uno de los primera experimentos os diseñados para dilucidar el 
código genético. Se utilizó un RNA sintético, que sólo contenía residuos A y C en la proporción 5:1, para dirigir ta 
síntesis del polipéptido, Se determinaron tanto la identidad como la cantidad de aminoácidos 

Basándose en la abundancia relativa de residuos A y C en el RNA sintético y asignando al codón AAA (el más 
probable) una frecuencia de 100, debería haber tres codones de composición A_C, cada uno con una frecuencia 
relativa de 20; tres codones de composición AC,, cada uno con una frecuencia relativa de 4,0; y el codón CCC con 
una frecuencia relativa de 0,8. La asignación del CCC se basó en la información obtenida en estudios anteriores con 
pali(C). Cuando se hacen dos asignaciones tentativas de codón, se propone que ambos codifican el misma 
aminoácido. 

Estas designaciones de composición de nucleótidos no contienen información sobre la secuencia nucleotidica 


(excepto, claro está, en los casos de AAA y CCC). 


lidad de los aminoácidos. Aunque estos experimentos 
revelaron la composición de bases de los tripletes codi- 
ficantes, en general no pudieron desvelar su secuencia 
de bases. 


>> Convención dave: El contenido del atl OR 


buena parte de los tRNA. El aminoácido especificado 
por un tRNA se indica con un superíndice, tal como 
tRNA** y el tRNA aminoacilado con un nombre con un 
guión: alanil-tRNA^" o AlatRNA*", «< 


En 1964 Nirenberg y Philip Leder lograron otro 
avance fundamental. Encontraron que los ribosomas 
aislados de E. coli fijaban un aminoacil-tRNA específico 
en presencia del correspondiente polinucleótido mensa- 
jero sintético. Por ejemplo, ribosomas incubados con 
poli(U) y fenilalanil-tRNA”"* (o Phe-tRNA?*") fijan 
ambos RNA, pero si los ribosomas se imcuban con 
poli(U) y algún otro aminoacil-tRNA, el aminoacil-tRNA 
no se fija porque no reconoce los tripletes UUU del 
poli(U) (Tabla 27-2). Incluso los trinucleótidos permi- 
tían la unión específica de los tRNA apropiados, por lo 
que estos experimentos pudieron realizarse con oligo- 
nucleótidos sintetizados químicamente. De esta forma 
fue posible determinar qué aminoaciltRNA se fijaba a 
54 de los 64 codones de tripletes posibles. Con algunos 
codones, o no se fijaba ningún aminoacil-£tRNA o se fija- 
ba más de uno. Se necesitaba otro método para comple- 
tar y confirmar el código genético en su totalidad. 

Contemporáneamente, H. Gobind Khorana aportó 
un enfoque complementario, desarrollando métodos 
que permitían sintetizar polirribonucleótidos con 
secuencias repetitivas de dos a cuatro bases. Los poli- 
péptidos producidos utilizando estos mRNA tenían uno 
o unos pocos aminoácidos en patrones repetitivos. 
Estos patrones, combinados con la información obteni- 
da a partir de los polímeros al azar utilizados por Niren- 
berg y colaboradores, permitieron la asignación de 


codones sin ambigúedades. 
El polímero (AC), , por ejem- 
plo, tiene codones ACA y 
AC alternantes: ACACACA- 
CA.. El polipéptido 
este mensaje- 
contenía cantidades igua- 
les de treonina y de histidina. 
Dado que el codón de la histi- 
dina tiene una A y dos C 
(Tabla 27-1), CAC debe codi- 
ficar la histidina y ACA la 
treonina. 

Los resultados de muchos 
experimentos permitieron la 
asignación de 61 de los 64 
codones posibles. Los otros tres se identificaron como 
codones de terminación, en parte porque destrulan los 
patrones de codificación de aminoácidos cuando esta- 


H. Gobind Khorana, 1922-2011 
[Fuente: Cortesía de 
Archives, University of 
Wisconsin-Madison.] 


TABLA 27-2 Iinucieótidos que inducen 
unión específica de 


aminoacit-tRNA a los ribosomas 


cec 0 0 3,1 
AA Nirenberg y P. Leder, Science 145:1399, 


A A A 
"C unido cuando se hallaba presente el trinucieótido indicado, en 
relación con el control al cual no se había añadido el trinucieótido. 
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Marco delectura? 5--GUAAGUAA QUA EUAADUA A ---3 
Marco delectura2. --- 6 MAR GTAATUAAT TAA CUN a --- 


Marcodelectua3 --- 6 U AAO UAA CUR AGT AAE MAA -- 


FIGURA 27-6 Efecto de un codán de terminación en un tetranucleótido repetido. Los 
codones de terminación (en rosa) se encuentran cada cuarto codón en los tres diferentes 
marcos de lectura (mostrados en diferentes colores). Se sintetizan dipéptidos o tripéptidos 
según el sitio en donde se una inicialmente el ribosoma. 


ban presentes en los polímeros de RNA sintético 
(Fig. 27-6). El significado de todos los tripletes (tabu- 
lado en la Fig. 27-7) fue establecido ya en 1966 y ha 
sido verificado de muchas formas distintas. El descifra- 
do del código genético está considerado como uno de 
los mayores descubrimientos científicos del siglo XX. 

Los codones son la clave de la traducción de la 
información genética, que hace posible la síntesis de 
proteínas específicas. El marco de lectura se establece 
cuando empieza la traducción de una molécula de 
mRNA y se mantiene mientras la maquinaria de síntesis 
lea secuencialmente un triplete tras otro. Si el marco de 
lectura inicial se desplaza una o dos bases o si la traduc- 
ción pasa por alto un nucleótido en el mRNA, todos los 
codones siguientes estarán fuera de registro; el resulta- 
do es una proteína “sin sentido” con una secuencia de 
aminoácidos alterada. 

Varios codones tienen funciones especiales (Fig. 


del principio de las cadenas polipep 
células, además de codificar residuos Me 
internas de los polipéptidos. Los codones 
ción (UAA, UAG y UGA), también llamados codones de 
paro o codones sin sentido, normalmente señalan el 


Primera letra del codón (extremo 5”) 


Segunda letra 
del codón 


UAU Tyr 
UAC Tyr 


Stop 
Stop 


GUU Val 
GUC Val 
GUA Val 
GUG Val 


CCU Pro 
CCC Pro 
CCA Pro 
CCG Pro 


ACU Thr 
ACC Thr 
ACA Thr 
ACG Thr 


GCU Ala 
GCC Ala 
GCA Ala 
GCG Ala 


CAU His 
CAC His 
CAA Gin 
CAG Gin 


AAU Asn 
AAC Asn 
AAA Lys 
AAG Lys 


GAU Asp 
GAC Asp 
GAA Glu 
GAG Glu 


GGU Gly 
GGC Giy 
GGA Giy 
GGG Giy 


FIGURA 27-7 “Diccionario” de las palabras del código de los aminoá- 
cidos en los MRNA. Los codones están escritos en la dirección 5—7, 
La tercera base de cada codón (en negrita) juega un papel menos impor- 
tante en la especificación del aminoácido que las dos primeras. Los tres 
codones de terminación se indican en rojo y el codón de inicio AUG en 
verde. Todos los aminoácidos, excepto la metionina y el triptófano, tie- 
nen más de un codón. En la mayoría de casos, los codones que especifi- 
can el mismo aminoácido sólo difieren en ta tercera base. 


final de la síntesis de un polipéptido y no codifican nin- 
guno de los aminoácidos conocidos. Algunas excepcio- 
nes a estas reglas se discuten en el Recuadro 27-1. 

Como se describe en la Sección 27.2, el inicio de la 
síntesis proteica en la célula es un proceso elaborado 
que requiere un codón de inicio y otras señales en el 
mRNA. Desde la perspectiva actual, los experimentos 
de Nirenberg, Khorana y otros para identificar la fun- 
ción de los codones no debieran haber funcionado en 
ausencia de codones de inicio. Afortunadamente, las 
condiciones experimentales hicieron que los requeri- 
mientos normales para el inicio de la síntesis proteica 
estuviesen relajados. Una vez más en la historia de la 
bioquímica, el esfuerzo combinado con la buena suerte 
produjo un avance importante. 

En una secuencia de nucleótidos al azar, uno de 
cada 20 codones de cada marco de lectura, es, como 
promedio, un codón de terminación. En general, un 
marco de lectura sin un codón de terminación en 50 o 
más codones, se denomina marco de lectura abierto 
s marcos de lectura abiertos largos normal- 
mente corresponden a genes que codifican proteínas. 
En el análisis de las secuencias presentes en los bancos 
de datos, se utilizan programas sofisticados que buscan 
marcos de lectura abiertos con el fin de encontrar genes 
entre la enorme cantidad de DNA no génico. Un gen 
ininterrumpido que codificara una proteína típica de 
masa molecular 60.000 requeriría un marco de lectura 
abierto con 500 codones o más. 

Una característica destacable del código genético 
consiste en que un aminoácido determinado puede ser 
especificado por más de un codón por lo que el código 
se califica como degenerado. Ello no significa que el 
código sea imperfecto: aunque un aminoácido puede 
tener dos o más codones cada codón especifica un 
único aminoácido. La degeneración del código no es 
uniforme. Mientras que la metionina y el triptófano 
tienen un solo codón, tres aminoácidos (Arg, Leu, Ser) 
tienen seis codones, cinco aminoácidos tienen cuatro, 
la isoleucina tiene tres y nueve aminoácidos tienen dos 
(Tabla 27-3). 

El código genético es casi universal. Con la intri- 
gante excepción de pequeñas variaciones en las mito- 
condrias, algunas bacterias y algunos eucariotas unice- 
lulares (Recuadro 27-1), los codones de los aminoáci- 
dos son idénticos en todas las especies examinadas 
hasta ahora. Los seres humanos, E. coli, las plantas del 
tabaco, los anfibios y los virus comparten el mismo 
código genético. Ello indica que todas las formas de 
vida tienen un antepasado común, cuyo código genéti- 
co ha sido preservado a lo largo de toda la evolución 
biológica. Incluso las variaciones refuerzan esta con- 
clusión. 
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RECUADRO 27-1 


[ xcepcione 


del código genético 


En bioquímica, como en otras disciplinas, las excep- 
ciones a las reglas generales pueden ser problemáti- 
cas para los profesores y frustrantes para los estu- 
diantes. Sin embargo, al mismo tiempo nos enseñan 
que la vida es compleja y nos estimulan en la búsque- 
da de más sorpresas. Entender las excepciones 
puede incluso reforzar la regla original de maneras a 
veces sorprendentes. 

Podría parecer que queda poco margen de 
maniobra para cambios en el código genético. Incluso 
la sustitución de un solo aminoácido puede tener 
efectos profundamente negativos sobre la estructura 
de una proteína. Sin embargo, en algunos organismos 
se encuentran variaciones en el código que son a la 
vez interesantes e instructivas. La misma rareza y los 
tipos de estas variaciones aportan pruebas poderosas 
a favor de un origen evolutivo común de todos los 
seres vivos. 

Para alterar el código se han de producir cam- 
bios en uno o varios genes que codifican tRNA, sien- 
do el anticodón la diana obvia de las modificaciones. 
Un cambio de estas características implicaría la 
inserción sistemática de un aminoácido en un codón 
que no especifica este aminoácido según el código 
normal (véase la Fig. 27-7). El código genético está 
definido, en efecto, por dos elementos: ( i 
codones de los tRNA (que determinan e 
se coloca un aminoácido en un polipéptido en forma- 
ción) y (2) la especificidad de los enzimas, las ami- 
noacil-tRNA sintetasas, que cargan los tRNA y deci- 
den la identidad del aminoácido unido a un determi- 
nado tRNA. 

Debido a los efectos catastróficos que la mayoría 
de cambios súbitos del código tendrían sobre las pro- 
teínas celulares, es de suponer que las alteraciones 
del código sólo tengan lugar en casos que afecten a 
relativamente pocas proteínas. Esto podría suceder 
en genomas pequeños que codifiquen sólo unas 
pocas proteínas. Las consecuencias biológicas de un 
cambio de código se podrían limitar también restrin- 
giendo los cambios a los tres codones de termina- 
ción, ya que, generalmente, no aparecen dentro de 
los genes (véase el Recuadro 27-3 para excepciones 
a esta regla). Efectivamente, se ha observado este 
patrón. 

La mayor parte de las muy escasas variaciones 
conocidas del código genético ocurren en el DNA 
mitocondrial (mtDNA), que sólo codifica entre 10 y 
20 proteínas. Las mitocondrias tienen sus propios 
tRNA, por tanto, sus variaciones en el código no afec- 
tan a los genomas celulares. Los cambios más comu- 
nes en las mitocondrias afectan a los codones de 
terminación, Estos cambios sólo afectan la termina- 
ción de los productos de un subconjunto de genes, y 
a veces los efectos sobre estos genes tienen poca 
entidad porque los genes tienen múltiples (redun- 
dantes) codones de terminación. 


> qué contirman 


ta redid Vdf ladí IUNES ialurali 


Los mtDNA de los vertebrados tienen genes que 
codifican 13 proteínas, dos rRNA y 22 tRNA (véase 
la Fig. 19-40a). El pequeño número de reasignacio- 
nes de codones, junto con un conjunto de reglas de 
balanceo poco comunes, permite que los 22 tRNA 
puedan descodificar los genes de las proteínas, en 
lugar de los 32 tRNA requeridos por el código nor- 
mal. En las mitocondrias, estos cambios pueden ser 
contemplados como una forma de mejorar la eficien- 
cia genómica, pues un genoma más pequeño confie- 
re una ventaja replicativa al orgánulo. Cuatro fami- 
lias de codones (en las que el aminoácido está 
determinado enteramente por los dos primeros 
nucleótidos) son descodificados por un único tRNA 
con un residuo U en la primera posición (de balan- 
ceo) del anticodón. O bien la U se aparea de alguna 
forma con las cuatro bases posibles en la tercera 
posición del codón, o bien no se necesita aparea- 
miento en la tercera posición del codón. Otros tRNA 
reconocen codones con A o G en la tercera posición, 
mientras que otros reconocen U o C, de modo que 
prácticamente todos los tRNA reconocen dos o cua- 
tro codones. 

En el código normal sólo la metionina y el triptó- 
fano son especificados por codones únicos (véase la 
bla 27-3). Si todos los tRNA mitocondriales reco- 

Kines sería de esperar la existencia de 
odones adicionales para Met y Trp en las mitocon- 
drias. Y así observamos que la variación más común- 
mente observada en el código sea que UGA no espe- 
cifique terminación sino Trp. El tRNA*” reconoce e 
inserta un residuo de Trp, tanto en el codón de ter- 
minación UGA como en el codón normal del Trp, 
UGG. La segunda variación más frecuente es la con- 
versión del codón AUA de la lle en un codón de Met; 
el codón normal de la Met es AUG y un único tRNA 
puede reconocer ambos codones. Las variaciones 
conocidas del código de las mitocondrias se mues- 
tran en la Tabla 1. 

Pasando a los cambios mucho más raros en los 
códigos de genomas celulares (en contraposición con 
los mitocondriales), la única variación conocida en 
una bacteria es, de nuevo, la utilización de UGA para 
codificar residuos Trp, encontrada en la célula más 
sencilla capaz de vida libre, Mycoplasma caprico- 
tum. En los eucariotas, los únicos cambios de codifi- 
cación extramitocondriales conocidos tienen lugar 
en unas pocas especies de protistas ciliados, en los 
cuales los dos codones de terminación UAA y UAG 
especifican glutamina. También hay algunos casos, 
raros pero interesantes, de codones de terminación 
que se han adaptado para codificar aminoácidos no 
pertenecientes a los 20 estándar tal como se detalla 
en el Recuadro 27-2. 

Los cambios en el código no tienen por qué ser 
absolutos; un codón no tiene por qué codificar siem- 
pre el mismo aminoácido. Por ejemplo, en muchas 


TABLA 1 


Asignaciones del código normal Stop 
Animales 
Vertebrados Trp 
| Drosophila Trp 
| Levaduras 
Saccharomyces cerevisiae Trp 
| Torulopsis glabrata Trp 
| Schizosaccharomyces pombe Trp 
| Hongos filamentosos Trp 
| Tripanosomas Trp 
Plantas superiores + 
Chlamydomonas reinhardtii ? 


oZ =-—— _— — — 
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Asignaciones de las variantes conocidas del código mitocondrial 


lle Arg Leu Arg 
Met Stop + -- 
Met Ser + $ 
Met + Thr + 
Met + Thr ? 
+ + + + 
+ + + =- 
+ + + + 
+ + + Trp 
+ + + ? 


* N indica cualquier nucleótido; +, el codón tiene el mismo significado que en el código normal; ? codón no 


observado en este genoma mitocondrial. 


bacterias, incluida E. coli GUG (Val) se utili 
ocasiones como codón de inicio q ecifi 

Esto sucede solamente en los ge 

GUG está situado adecuadamente en relación 
determinadas secuencias del mRNA que afectan el 
inicio de la traducción (tal como se discute en la 
Sección 27.2), 

La alteración más sorprendente del código 
genético se encuentra en algunas especies de hon- 
gos del género Candida, originalmente descubierta 
en Candida albicans. C albicans es un organismo 
de gran complejidad genómica, lo que no ha impedi- 
do que su código genético experimentase un pro- 
fundo cambio: el codón CUG, que normalmente 
codifica Leu, en su lugar codifica Ser. La presión 
natural selectiva a favor de este cambio es comple- 
tamente desconocida. Además, la naturaleza quími- 
ca de la Ser y la Leu es completamente diferente. 
Sin embargo, incluso este cambio puede entenderse 
a partir de las características del código universal. 
Cuando varios codones codifican el mismo amináci- 
do y utilizan múltiples tRNA, no todos los codones 
se utilizan con igual frecuencia. Como consecuencia 
de un fenómeno denominado preferencia codóni- 
ca, algunos codones de un aminoácido determinado 
se usan más frecuentemente (a veces mucho más 
frecuentemente) que otros. Los tRNA para los 
codones usados frecuentemente están presentes a 
menudo a concentraciones mucho más altas que los 
tRNA requeridos por los codones raramente utiliza- 
dos. La degeneración del código implica la presen- 
cia de seis codones para la Leu. En las bacterias, 
CUG se usa a menudo para codificar Leu. Sin 


embargo, en hongos de géneros estrechamente rela- 
cionados con Candida, pero carentes del cambio de 

ión, el codón CUG se usa muy raramente 
para c car Leu y a menudo se encuentra comple- 
tamente ausente en las proteínas altamente expre- 
sadas. Un cambio de sentido del codón CUG tendría 
un efecto mucho menor en el metabolismo del 
hongo de lo que podría preverse si todos los codo- 
nes se usasen con la misma frecuencia. El cambio de 
codificación puede haber sucedido por una pérdida 
gradual de codones CUG en los genes y el tRNA que 
reconoce el CUG como un codón de Leu, seguida de 
un suceso de captura; es decir, una mutación en el 
anticodón de un tRNA*%*" que permitiera reconocer 
el CUG. Alternativamente, puede haber existido una 
etapa intermedia en la cual CUG fuese reconocida a 
la vez por Leu y Ser, tal vez con señales contextua- 
les en el mRNA que ayudasen a uno o a otro tRNA a 
reconocer codones CUG específicos (véase el 
Recuadro 27-2). El análisis filogenético indica que 
la reasignación de CUG como codón de Ser ocurrió 
en los antepasados de Candida hace 150-170 millo- 
nes de años. 

Estas variaciones nos dicen que el código no es 
tan universal como anteriormente se creía, pero que 
su flexibilidad está severamente limitada. Las varia- 
ciones derivan, obviamente, del código general y no 
se ha encontrado ningún ejemplo de código comple- 
tamente diferente. El alcance limitado de las varian- 
tes del código refuerza el principio de que todas las 
formas de vida en este planeta han evolucionado 
sobre la base de un único (ligeramente flexible) códi- 
go genético. 
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Degeneración del código 


genetico 


à . ”.. tRNA 

| Met 1 Tyr 2 

Trp 1 | le 3 | 
| Asn 2 | Aa a 

ASp 2 | Gly 4 
| Cys 2 | Pro 4 
| Gln 2 | Thr 4 
| Glu 2 | Mi 4 Anticodór 
| His 2 | Arg 6 za 20 
| Lys 2 | Leu 6 mRNA 5' — kib y 

Phe 2 Ser 6 | ¡112.3 

Codón 
El balanceo permite que algunos tRNA reconozcan se 
más de un codón tuss al e: 
: A , l Anticodón (3) G-C-4 G-C-1 G-C-1 (55) 

Cuando un aminoácido es especificado por varios codo- Zz 021 2.2 = 2 2-7 
nes, la diferencia entre ellos se encuentra, normalmen- Codón — (57)C-G-A C-G-U C-G-C (3) 
te, en la tercera base (en el extremo 3”). Por ejemplo, la 1 2 3 123 E 
alanina está codificada por los tripletes GCU, GCC, GCA (b) 


y GCG. Los codones de casi todos los aminoácidos se 
pueden simbolizar por XY*, o XY"... Las dos primeras 
letras de cada codón son los determinantes primarios de 
la especificidad, hecho que tiene interesantes conse- 


FIGURA 27-8 Relación de apareamiento del codón y el anticodón. (a) 
El alineamiento de los dos RNA es antiparalelo, El tRNA se representa en 
ta configuración tradicional en hoja de tréboi. (b) Tres relaciones de apa- 
reamiento diferentes del codón son posibles cuando el anticodón del 


CUSTAR À contiene inosinato 
Los RNA de transferencia se aparean cof ATI 0 Ñ l 
nes del mRNA mediante una secuencia de tre el 


tRNA denominada anticodón. La primera base del . Las primeras dos bases de un codón del mRNA 
codón del mRNA (leído en dirección 5'—-3”) se aparea siempre forman pares de bases fuertes del tipo Wat- 
con la tercera base del anticodón (Fig. 27-8a). Si el son-Crick con las bases correspondientes del anti- 
anticodón de un tRNA determinado reconociese sola- codón del tRNA, y son responsables de la mayor 
mente un codón mediante apareamiento de Wat- parte de la especificidad del código. 


2. La primera base del anticodón (leído en la dirección 
5—83 y apareado con la tercera base del codón) 
determina el número de codones reconocidos por el 
tRNA. Cuando la primera base del anticodón es C o 


son-Crick en las tres posiciones, las células tendrían un 
tRNA diferente para cada codón de un aminoácido. Sin 
embargo, no es así, porque los anticodones de algunos 


tRNA contienen el nucleótido inosinato (designado por 
D, que contiene la base poco frecuente hipoxantina A, el apareamiento es específico y sólo un codón es 


(véase la Fig. 8-5b). El inosinato puede formar puentes reconocido por el tRNA. Cuando la primera hase es 
de hidrógeno con tres nucleótidos diferentes (U, C y A; U o G, la unión es menos específica y pueden leerse 
Fig. 27-8b), si bien estos apareamientos son mucho más dos codones. Cuando la inosina (T) es el primer 
débiles que los puentes de hidrógeno de los pares de nucleótido (de balanceo) del anticodón, pueden 


bases de Watson-Crick (G=C y A=U). En las levaduras, reconocerse tres codones diferentes (el máximo 
un tRNA** tiene el anticodón (5')ICG, que reconoce para cualquier tRNA). Estas relaciones están resu- 
tres codones diferentes de la arginina, (5')CGA, (5 midas en la Tabla 27-4. l 

CGU y (5`)CGC. Las dos primeras bases son idénticas 3. Cuando un aminoácido es especificado por varios 
(CG) y forman pares de bases fuertes tipo Watson-Crick codones diferentes, los codones que difier en en 
con las correspondientes bases del anticodón, pero la cualquiera de las dos primeras bases requieren 


tercera base (A, U y C) forma puentes de hidrógeno tRNA diferentes. , i 

bastante débiles con el residuo de I en la primera posi- 4. Para traducir los 61 codones Ka ell Ur minimo 

ción del anticodón. de 32 tRNA (31 para codificar los aminoácidos y 1 
El examen de estos y otros apareamientos codón-an- para el inicio). 


ticodón llevaron a Crick a la conclusión de que la terce- | 
ra base de la mayoría de codones se aparea débilmente _ La base con balanceo (tercera base) del codón con- 
con la correspondiente base de los anticodones; en su tribuye a la especificidad, pero dado que se aparea 
lenguaje gráfico, la tercera base de tales codones (y la débilmente con la base correspondiente del anticodón, 
primera base de sus correspondientes anticodones) “se permite la rápida disociación del tRNA de su codón 
balancean”. Crick propuso un conjunto de cuatro rela- durante la síntesis proteica. Si las tres bases de los 
ciones denominadas hipótesis del balanceo: codones del mRNA formasen apareamientos de Wat- 
son-Crick fuertes con las tres bases del anticodón, los 


Determinación del numero 
de codones que puede 


TABLA 27-4 


reconocer un tRNA por la base 
de balanceo del anticodón 


1. Un codón reconocido 


Anticodón (3) X-Y-C (5') (39 X-Y- A (5° 
| 2 G Za a 
| -- - --- | 
Codón (5) X-Y-G (35 (55 X'-Y'-U (39 
| 2. Dos codones reconocidos: 
Anticodón (3) X-Y- U (5') (3) X-Y- G (5) 


| 
| ma e 
| a de e y Y 


Codón (55) Xx-Y-A (35 
3. Tres codones reconocidos: 
Anticodón (3) X- Y-I (5) 
| 
| 
| 


(55 XxX Y'< (35 


(5') x- y- (3') 


Nota: X e Y indican bases complementarias capaces de 
apareamiento de bases fuerte del tipo Watson-Crick con X' e Y”, 
respectivamente. Las bases en las de balanceo, en la 
posición 3' de los codones y la posición 5’ de los anticodones, están 
sombreadas en blanco. 


tRNA se disociarían demasiado lentamente, con lo que 
la velocidad de síntesis de proteínas se vería severa- 
mente limitada. Las interacciones codón-anticodón 
equilibran los requerimientos de precisión y velocidad. 


El código genético es resistente a las mutaciones 


El código genético juega un interesante papel en la sal- 
vaguarda de la integridad del genoma de todos los seres 
vivientes. La evolución no produjo un código cuya asig- 
nación de codones fuese al azar. Al contrario, el código 
es sumamente resistente frente a los efectos deletéreos 
de las mutaciones más comunes, las mutaciones sin 
sentido, en las que una única base es sustituida por 
otra. En la tercera posición de balanceo del codón, la 
sustitución de una única base produce un cambio en el 
aminoácido codificado solamente un 25 % de las veces. 
La mayoría de estos cambios son, pues, mutaciones 
sileuciosas, en las que el nucleótido es diferente pero 
el aminoácido codificado sigue siendo el mismo. 
Debido al tipo de lesiones espontáneas del DNA que 
afectan al genoma (véase el Capítulo 8), la mutación sin 


Marco de lectura de gag 


=== Leu — Gly —Leu —Arg — Leu — Thr — 


Cord Sparuor 
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sentido más frecuente es la mutación de transición, 
en la que una purina es sustituida por una purina o una 
pirimidina por una pirimidina (por ejemplo, el cambio 
de G=C por A = T). Las tres posiciones de los codones 
han evolucionado de manera que ofrecen cierta resis- 
tencia a las mutaciones de transición. Una mutación en 
la primera posición del codón a menudo resulta en un 
cambio del aminoácido codificado, pero el cambio es a 
menudo por un aminoácido con propiedades químicas 
similares. Esto se da epecialmente con los aminoácidos 
hidrofóbicos que dominan la primera columna del códi- 
go mostrado en la Figura 27-7. Consideremos el codón 
GUU de la Val. El cambio a AUU sustituiría la lleu por 
Val . El cambio a CUU sustituiría la Val por Leu. Los 
cambios resultantes en la estructura y/o función de la 
proteína codificada por este gen deberían ser pequeños 
(aunque no siempre). 

Simulaciones informáticas han mostrado que los 
códigos genéticos diseñados al azar son casi siempre 
menos resistentes a las mutaciones que el código exis- 
tente. Los resultados indican que el código fue conside- 
rablemente perfeccionado antes de la aparición de 
LUCA, la célula ancestral. 

El código genético explica cómo se almacena en los 
ácidos nueleicos la información sobre la secuencia pro- 
teica y proporciona algunas pistas sobre cómo se tradu- 
ce esta información en forma de proteína. 


El desplazamiento del marco de traducción y la edición 
de RNA afectan la lectura del código 


establecida el marco de lectura durante la sín- 

Vaio, los codones se traducen sin solapamiento 
ni puntuación hasta que el complejo ribosómico topa 
con un codón de terminación. Las otras dos posibles 
pautas de lectura normalmente no contienen informa- 
ción genética útil, pero unos pocos genes están estruc- 
turados de tal forma que los ribosomas llegados a un 
cierto punto de la traducción de sus mRNA cambian de 
marco de lectura. Este mecanismo puede permitir tanto 
la síntesis de dos o más proteínas distintas, pero relacio- 
nadas, a partir de un único transcrito como la regula- 
ción de la síntesis de una proteína. 

Uno de los ejemplos mejor documentados de des- 
plazamiento del marco de traducción tiene lugar 
durante la traducción del mRNA de los genes solapados 
gag y pol del virus del sarcoma de Rous (véase la Fig. 
26-34). El marco de lectura de pol está desplazado un 
par de bases hacia la izquierda (pauta de lectura -1) en 
relación con el marco de lectura de gag (Fig. 27-9). 

El producto del gen pol (la transcriptasa inversa) 
se traduce como una poliproteína de mayor tamaño a 
partir del mismo mRNA de la proteína gag (véase la Fig. 
26-33). La poliproteína, o proteína gag-pol es cortada 
para obtener la transcriptasa inversa madura. La pro- 


— Leu Terminación 


C EUREEAEUAES QUUSACARADUUA EDS GAGGGCCA---3 
--CUAGGGCUCCGCUUGACAAAUUUALVAGGGAGAES A --- 


Marco de lectura de pol! 


lie — Gly — Arg — Ala o 


FIGURA 27-9 Desplazamiento del marco de traducción en un transcrito retrovírico. Se muestra la 
región gag-po! de solapamiento del RNA del virus del sarcoma de Rous, 
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DNA 


hebra 5'=--[A A AJ[G TAJG AGÍA ACIC Y G)[G1A]--- 3 


codificante __ 


Lys — Val Glu Asn Leu Val -- 


"ANA ARAGUA ANTE ATA E- 


--- lys— Val — Asp— Cys — Me — Pro — Gly 


editado 


— 
(a) 


FIGURA 27-10 Edición de RNA en el transcrito del gen 
de la subunidad il de la citocromo oxidasa en las mito- 
condrias de Trypanosoma brucei. (a) Inserción de cuatro 
residuos U (rosa) genera un marco de lectura alterado. (b) 
Una clase especial de RNA guía, complementarios de! pro- 
ducto editado, actúan de molde para el proceso de edición 
Observe la presencia de dos pares de bases G=U, señala- 
dos por un punto azul para indicar apareamiento no de 
Watson-Crick. 


— — 


mRNA 5'—--AAAGUAGAUUGUAUACCUGGU---3 


MP ALA TA 


RNA guía 


(b) 


ducción de la poliproteína requiere un desplazamiento 
de la pauta de traducción en la región de solapamiento 
para permitir que el ribosoma eluda el codón de termi- 
nación UAG al final del gen gag (de color rosa en la Fig. 
27-9). 


El desplazamiento del marco de lectura se produce l 


en aproximadamente el 5% de las traducciones de este 
mRNA, y la poliproteína gag-pol (y en último término la 
transcriptasa inversa) se sintetiza con una frecuencia 
veinte veces menor que la proteína gag, nivel suficiente 
para la reproducción eficiente del virus. En algunos 
retrovirus, otro desplazamiento del marco de traduc- 
ción hace posible la traducción de una proteína incluso 
más larga, que contiene el producto del gen env junto 
con los productos génicos fusionados gag y pol (véase 
la Fig. 26-33). Un mecanismo similar producoTas 
nidades 7 y y de la DNA polimerasa M de £. 
de un único transcrito del gen dnaX (véase 
25-2). 

Algunos mRNA son editados antes de la traducción. 
La edición de RNA consiste en la adición, la elimina- 
ción o la alteración de nucleótidos en el RNA que afec- 
ten el significado del transcrito cuando se traduce. La 
adición o eliminación de nucleótidos se ha observado 
principalmente en los RNA derivados de los genomas de 
mitocondrias y cloroplastos de los eucariotas. Las reac- 
ciones requieren una clase especial de moléculas de 
RNA codificadas en estos mismos orgánulos, con 
secuencias complementarias de los mRNA editados. 
Estos RNA guía (gRNA; Fig. 27-10) actúan de molde 
en el proceso de edición. 

Los transcritos iniciales de los genes que codifican 
la subunidad II de la citocromo oxidasa de las mitocon- 
drias de algunos protistas son un ejemplo de edición 
por inserción. Estos transcritos no se corresponden 
exactamente con la secuencia del extremo carboxi- 
lo-terminal del producto proteico. Un proceso de edi- 
ción post -transcripcional inserta cuatro residuos U que 
desplazan el marco de traducción del transcrito. La 
Figura 27-10 muestra los residuos U añadidos en la 
pequeña parte del transcrito afectada por la edición. 
Obsérvese que en el apareamiento de bases entre el 
transcrito inicial y el RNA guía interviene una serie de 
pares de bases G=U (puntos azules), que son comunes 
en las moléculas de RNA. 

La edición de RNA por alteración de nucleótidos 
consiste comúnmente en la desaminación enzimática de 
residuos adenosina o citidina para formar inosina o uri- 
dina, respectivamente (Fig. 27-11), aunque también se 


| | g 
UUAUAUCUAAUAUAUGGAUAJY 


ne 


han descrito otros cambios de base. La inosina se inter- 
preta como un residuo G en la traducción. Las reaccio- 
nes de desaminación de la adenosina se llevan a cabo 
por adenosina desaminasas que actúan sobre el RNA 
(ADAE). Las desaminaciones de la citidina se llevan a 
cabo por la familia de enzimas del péptido catalítico 
para la edición de apo B (APOBEC), entre las que se 
encuentran las desaminasas inducidas por activación 
(AID). Ambos grupos de enzimas de desaminación 
poseen un dominio catalítico con zinc coordinado. 

La edición de A a I promovida por ADAR es muy 
común en los transcritos procedentes de genes de pri- 
mates. La mayor parte de la edición ocurre en elemen- 
tos Alu, un subgrupo de elementos cortos dispersos 
(SINE), transposones eucariotas que son particular- 
gente comunes en el genoma humano. El DNA humano 
ET TN un millón de elementos Alu (300 bp), 

Y cerca del 10% del genoma. Están con- 
centrados cerca de los genes codificantes de proteínas, 
a menudo en los intrones y en las regiones no traduci- 
das de los extremos 3” y 5' de los transcritos. Los mRNA 


X : 
+ Inosina 


\ Citidina ' Uridina 
íb) 


FIGURA 27-11 Reacciones de desaminación en la edición de RNA. 
(a) La conversión de los nucleótidos de adenosina en nucleótidos de 
inosina está catalizada por enzimas ADAR. (b) Las conversiones de citi- 
dina a uridina están catalizadas por la familia de enzimas APOBEC, 


Número de residuo 2,146 2,48 250 
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2,152 2,154 2,156 


Hígado humano 5'-—-|C A Alic u Glic A GIA CAJUA u [a u G]ja u aC A Alu u UJ[G A AUJ[C A G]UA U)---3' 


(apoB-100) — Gin 


- Leu — Gin — Thr — Tyr — Met — lle — Gin — Phe — Asp — Gin — Tyr — 


Intestino humano --4C A AJ[c u G][C a Glia c allu a ula u Ga U AMAA UU UG aulic A GUA U|--- 


(apoB-48) 


— Gin — Leu — Gin — Thr — Tyr — Met — lle —Terminación 


FIGURA 27-12 Edición del transcrito del gen del componente apoB-100 de las LDL. La desaminación, que sólo tiene lugar en el intestino, convierte 
una citidina específica en una uridina, lo cua! cambia un codón de Gin en un codón de terminación, que provoca la síntesis de una proteína truncada, 


humanos recién sintetizados (antes de ser procesados) 
contienen generalmente de 10 a 20 elementos Alu. 
Ciertos microRNAs son también diana de ADAR. Las 
alteraciones del mRNA generalmente reducen la expre- 
sión y/ o función. 

Los enzimas ADAR se unen y promueven la edición 
de A a I sólo en las regiones de doble cadena del RNA. 
Los abundantes elementos Alu ofrecen muchas oportu- 
nidades de apareamiento de bases intramolecular den- 
tro de los transcritos, que suministran las dianas reque- 
ridas por las ADAR. La edición también puede afectar a 
las regiones codificantes de los genes. Se ha relacionado 
el funcionamiento defectuoso de las ADAR con diversas 
enfermedades neurológicas, entre las que se encuen- 
tran la esclerosis lateral amiotrófica (ALS), la epilepsia 
y la depresión profunda. 

Los genomas de todos los vertebrados están reple- 
tos de SINE, pero en la mayoría de estos organismos se 
encuentran muchos tipos diferentes de SINE. Los ele- 
mentos Alu predominan solamente en los primates. El 
escrutinio detallado de genes y transc fo 
edición de A a I es de 30 a 40 veces 
humanos que en ratones, en gran 
presencia de muchos elementos Alu. La e de Aa 
I a gran escala, junto con una mayor frecuencia de 
corte y empalme alternativo (véase la Fig. 26-19b) son 
dos características que distinguen el genoma de los 
primates del de otros mamíferos. No está claro todavía 
si estas reacciones son accidentales o si jugaron un 
papel clave en la evolución de los primates y también 
de los humanos. 

Hay seis clases generales de APOBEC citidina dea- 
minasas: APOBECI-5 y AID. La mayoría de estos enzi- 
mas actúan sobre el DNA. Las proteínas AID funcionan 
en el incremento de la diversidad de los anticuerpos 
durante la maduración del gen de la inmunoglobulina, ( 
Ver Figs 25-43 y 25-44). 

Las proteínas APOBEC tienen un rango de funcio- 
nes, incluidas la eliminación de retrovirus patogénicos y 
la expresión genética del retrotransposón, y roles en la 
inmunidad innata. Las proteínas APOBEC1 y varias 
APOBEC3 (El genoma humano codifica 7 APOBEC dis- 
tintas) editan mRNAs. Un ejemplo bien estudiado de 
edición de RNA por desaminación se da en el gen del 
componente de apolipoproteína B de la lipoproteína de 
baja densidad de los vertebrados. Una forma de la apo- 
lipoproteína B, apoB-100 (M_ 513.000) se sintetiza en el 
hígado; una segunda forma, apoB-48 (M. 250.000) se 
sintetiza en el mtestino. Ambas están codificadas por un 
mRNA producido a partir del gen de la apoB-100, Una 
citidina desaminasa APOBEC presente sólo en el intes- 
tino se une al mRNA en el codón del residuo aminoácido 
2.153 (CAA = Gin) y convierte la C en U, para crear el 
codón de terminación UAA. La apoB-48 producida en el 


intestino a partir de este mRNA modificado es simple- 
mente una forma abreviada (correspondiente a la mitad 
amino-terminal) de apoB-100 (Fig. 27-12). Esta reac- 
ción permite la síntesis específica de tejido de dos pro- 
teínas diferentes a partir de un solo gen. 

Las funciones del APOBECZ2, 4 y 5 son poco conoci- 
das. Sin embargo, su capacidad de causar mutaciones 
genéticas puede hacerlas inseguras para la célula. Uno 
o más enzimas APOBEC están a menudo sobreexpresa- 
dos en células tumorales y su capacidad mutagénica 
puede contribuir en la formación de tumores. Estos 
también proveen de un mecanismo para introducir 
mutaciones múltiples en ım determinado segmento de 
un cromosoma, conduciendo a una selectiva y más rápi- 
da evolución del DNA de la zona. 


RESUMEN 27.1 El Código genético 


© La secuencia particular de aminoácidos de una pro- 
teína se construye mediante la traducción de la infor- 
mación codificada en el mRNA. Este proceso corre a 


A ns 
oácidos están especificados por codones 


del mRNA, consistentes en tripietes de nucleótidos. La 
traducción requiere moléculas adaptadoras, los tRNA, 
que reconocen los codones e insertan los aminoácidos 
en sus posiciones secuenciales apropiadas en el poli- 
péptido. 

E Las secuencias de bases de los codones se deduje- 
ron en experimentos que utilizaban MRNA sintéticos de 
composición y secuencia conocidas, 

E El codón AUG señala el inicio de la traducción. Los 
tripletes UAA, UAG y UGA son señales de terminación. 
E El código genético es degenerado: tiene múltiples 
codones para casi todos los aminoácidos. 

E El código genético estándar es universal para todas 
las especies, con algunos cambios menores en las mito- 
condrias y en unos pocos organismos unicelulares. Las 
características de las diferencias refuerzan el concepto 
de código universal. 

© La tercera posición de cada codón es mucho menos 
específica que la primera y la segunda y se dice que 
balancea. 

ME El código genético es resistente a los efectos de las 
mutaciones sin sentido. 

© El desplazamiento del marco de traducción y la edi- 
ción de RNA afectan la lectura del código genético 
durante la traducción. 

M El RNA editado por ADARs (adenosina deamina- 
sas) y APOBECs (Citidina deaminasas) también alteran 
la secuencia codificada de varios mRNAs. Varios enzi- 
mas APOBEC tienen como objetivo el DNA, siendo su 
función la de facilitar la diversidad de anticuerpos y la 
supresión de retrovirus y retrotransposones. 
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27.2 Síntesis de proteínas 


Tal como hemos visto para el DNA y el RNA (Capítulos 
25 y 26), la síntesis de biomoléculas poliméricas se 
puede analizar en términos de fases de inicio, elonga- 
ción y terminación. Estos procesos fundamentales están 
flanqueados por dos etapas adicionales: la activación de 
los precursores con anterioridad a la síntesis y la madu- 
ración postsintética del polipéptido completo. La sínte- 
sis de proteínas sigue este mismo patrón. La activación 
de los aminoácidos antes de su incorporación en los 
polipéptidos y la modificación postraducción del poli- 
péptido una vez completado juegan papeles muy impor- 
tantes que aseguran la fidelidad de la síntesis y el 
correcto funcionamiento del producto proteico. El pro- 
ceso se muestra en la Figura 27-13. Los componentes 
celulares que intervienen en las cinco etapas de la sín- 
tesis proteica en E. coli y otras bacterias están recogi- 
dos en la Tabla 27-5; los requerimientos de las células 
eucarióticas son muy similares, aunque los componen- 
tes pueden ser más numerosos. Un repaso general de 
las cinco etapas de la síntesis proteica puede ser útil en 
el análisis posterior. 


Inicio: el MRNA y el tRNA aminoacilado se 
unen a la subunidad ribosómi 
se AS a 


subunidad es 


€) Activación de 
aminoácidos: 
el tRNA es 
aminoacilado. 


-r 


Inicio Ai 


mRNA =u e ŘŘŘŘ 


(4) Terminación: 
la traducción se detiene 
cuando encuentra un 
codón de terminación. 
El mRNA y la proteína se 
disocian y las subunidades 


ribosómicas se recictan. 

O) Plegamiento de la > 
proteína y proceso ös 
postraducción y 


E 


FIGURA 27-13 Visión general de las cinco etapas de la síntesis pro- 
teica. @ Los tRNA son aminoacilados. @ El inicio de la traducción tiene 
lugar cuando un MRNA y un tRNA aminoacilado se unen al ribasoma. 
O En la elongación, el ribosoma se mueve a lo largo de: MRNA, enca- 
jando un tRNA a cada codón y catalizando la formación del enlace pepti- 
dico. @ La traducción termina en un codón de terminación y las subunií- 


o 


ubunidad pequeña 


La biosíntesis de las proteínas tiene lugar en cinco fases 


Fase 1: Activación de los aminoácidos La síntesis de un 
polipéptido de secuencia definida exige el cumplimien- 
to de dos requerimientos químicos fundamentales: (1) 
El grupo carboxilo de cada aminoácido debe ser activa- 
do para facilitar la formación de un enlace peptídico y 
(2) se ha de establecer un nexo entre cada nuevo ami- 
noácido y la información en el mRNA que lo codifica. 
Ambos requerimientos están garantizados por la unión 
del aminoácido a un tRNA en la primera etapa de la 
síntesis proteica. La unión de cada aminoácido al tRNA 
que le corresponde es determinante. Esta reacción 
tiene lugar en el citosol y no en los ribosomas. Cada uno 
de los 20 aminoácidos se une covalentemente a un 
tRNA específico, consumiendo energía del ATP y utili- 
zando enzimas activadores dependientes de Mg”, deno- 
minados aminoacil-tRNA sintetasas. Los tRNA unidos a 
su aminoácido (aminoacilados) se designan como “car- 


gados”. 


Fase 2: Inicio El mRNA portador del código del polipép- 
tido que se ha de sintetizar se une a la menor de las dos 
subunidades ribosómicas y al aminoaciltRNA iniciador. 
La subunidad ribosómica mayor se une a continuación 
para formar el complejo de inicio. El aminoaciltRNA 


Subunidad grande 
ci La 


ATI 


3 


ao € 


Elongación: se suceden ciclos 


de unión de aminoacil-tRNA y 

de formación de enlace peptídico 
hasta que el ribosoma llega a un 
codón de terminación. 


dades ribosómicas se liberan y reciclan para otra ronda de sintesis 
proteica. @ Después de la síntesis la proteína debe plegarse en su con- 
formación activa y se recician los componentes del ribosoma. La mayo- 
ría de las proteínas son procesadas después de la síntesis. Varios ami- 
noácidos pueden ser eliminados, otros se someten a centenares de 
modificaciones químicas. 
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TABLA 27-5 Componentes requeridos en las cinco fases principales de 
de proteinas en £. coli 

1. Activación de aminoácidos 20 aminoácidos | 
20 aminoacil-tRNA sintetasas | 
32 o más tRNA | 
ATP | 

Mg** 
| 2. Inicio mRNA 


Subunidad ribosómica 308 
Subunidad ribosómica 508 
Factores de inicio (1F1,1F2,1F3) | 


GTP 
Mg* E 
|3. Elongación 


GTP 
M g” 


' 4. Terminación y reciclado 


| 

| 

| 

| , EF-G 
IF3 


N-Formilmetionil-tRNA™"®' 
| Codón de inicio en el mRNA (AUG) 
| 


Ribosoma 70S funcional (complejo de inicio) 
Aminoacil-t£RNA especificados por codones 
Factores de elongación (EF-Tu,EF-Ts,EF-G > 


Codón de terminación en el MRNA 
del ribosoma 


Factores de liberación (RF1, RF2, RF3, RRF) 


| 5. Plegamiento y modificación postraducción Chaperonas y enzimas de plegamiento (PPI, PDD); enzimas 
específicos, cofactores y otros componentes para la eliminación 


Cora 


iduos de inicio y secuencias señal, modificación 


NO modificación de residuos terminales, | 
Ti tilo, fosforilo, metilo, carboxilo, glúcidoso | 


| -~ grupos prostéticos 


iniciador se aparea con el codón AUG del mRNA, que 
señala el principio del polipéptido. Este proceso, que 
requiere GTP, está promovido por proteínas citosólicas 
específicas denominadas factores de inicio. 


Fase 3: Elongación La cadena polipeptídica naciente se 
alarga mediante la unión covalente de sucesivas unida- 
des de aminoácidos, transportada cada una al ribosoma 
y posicionada correctamente por su tRNA, que se apa- 
rea con su correspondiente codón en el mRNA. La elon- 
gación requiere proteínas citosólicas, denominadas fac- 
tores de elongación. La fijación de los aminoacil-tRNA 
entrantes y el desplazamiento del ribosoma a lo largo 
del mRNA están facilitados por la hidrólisis de GTP, a 
medida que los residuos son añadidos al polipéptido en 
crecimiento. 


Fase 4: Terminación y reciclado del ribosoma La finaliza- 
ción de la cadena polipeptídica está señalada por un 
codón de terminación del mRNA. A continuación, la 
cadena polipeptídica se desprende del ribosoma con 
ayuda de proteínas denominadas factores de libera- 
ción, y el ribosoma se recicla para una nueva ronda de 
síntesis. 


Fase 5: Plegamiento y modificación postraducción Para 
adoptar su forma biológicamente activa, el polipéptido 
ha de plegarse en su conformación tridimensional ade- 
cuada. Antes o después del plegamiento, el nuevo poli- 


péptido puede experimentar modificaciones enzimáti- 
cas, entre las que se incluyen la eliminación de uno o 
más aminoácidos (habitualmente del extremo ami- 
no-terminal); la adición de grupos acetilo, fosforilo, 
metilo, carboxilo u otros grupos a ciertos residuos ami- 
noácidos; el corte proteolítico y/o la unión de oligosa- 
cáridos o grupos prostéticos. 


Antes de analizar en detalle estas cinco fases, hemos de 
examinar dos componentes clave de la biosíntesis de 
proteínas: el ribosoma y los tRNA. 


El ribosoma es una compleja máquina supramolecular 


Las células de E. coli contie- 
nen unos 15.000 ribosomas, o 
más, que representan una 
cuarta parte del peso seco de 
la célula. Los ribosomas bacte- 
rianos contienen un 65% de 
TRNA y un 35% de proteína. 
Tienen un diámetro de unos 18 
nm y están compuestos de dos 
subunidades diferentes con 
coeficientes de sedimentación 
de 305 y 505 y un coeficiente Masayasu Nomura, 1927-2011 
de sedimentación combinado  tfuente: Cortesia de 

de 70S. Ambas subunidades Archives, University of 
contienen docenas de proteí- Wisconsin-Madison.] 
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Componentes Número Designación Número 
| Subunidad esenciales total de proteínas de las proteínas y tipos de rRNA 
308 21.21 S1-S21 1C16SrRNA) 
| 505 33 36 L1-L36" 2 (5S : and 239 rRNAs) y 


j 


*Las denominaciones de proteínas L1 a L36 no corresponden a 36 proteínas diferentes. La proteína originalmente designada como L7 
es, de hecho, una forma modificada de L12, y L8 es un complejo de otras tres proteínas. L26 resultó ser la misma proteína que S20 (y 
no pertenecer a la subunidad 508). Todo ello da como resultado 33 proteínas diferentes para la subunidad grande. Hay cuatro copias 
de la proteína L7/L12; las tres copias extra elevan el número total de proteínas a 36. 


nas ribosómicas y al menos un rRNA de gran tamaño 
(Tabla 27-6). 

A partir del descubrimiento de Zamecnik de que los 
ribosomas son los complejos responsables de la síntesis 
proteica y de la elucidación del código genético, el estu- 
dio de los ribosomas experimentó un gran impulso. A 
finales de la década de 1960, Masayasu Nomura y cola- 
boradores mostraron que ambas subunidades ribosómi- 
cas pueden disociarse en sus componentes de RNA y 
proteína y ser después reconstituidas in vitro. En condi- 
ciones experimentales adecuadas, el RNA y la proteína 
se unen espontáneamente formando subunidades 305 y 
50S casi idénticas en estructura y actividad a las subu- 
mdades nativas. Este hallazgo fundamental fue determi- 
nante durante décadas en la investigación de la estruc- 
tura y la función de los RNA y las proteínas ribosómicas. 
Al mismo tiempo, métodos estructurales cada vez más 
sofisticados fueron revelando más y más detalles de la 
estructura del ribosoma. 

Con el inicio del nuevo milenio se conbpri 
primeras estructuras de alta resolución de las - 
des de los ribosomas bacterianos por Venki Ramakri- 
shnam, Thomas Steitz, Ada Yonath, Harry Noller y 
otros. Estos trabajos fueron la causa de numerosas 
sorpresas (Fig. 27-14a). En primer lugar, el énfasis 
tradicional en los componentes proteicos sufrió un des- 
plazamiento. Las subunidades ribosómicas son grandes 
moléculas de RNA. En la subunidad 508, los rRNA 5S y 
235 forman el núcleo estructural, Las proteínas son 
elementos secundarios del complejo que decoran la 
superficie; y lo que es más importante, hasta una distan- 
cia de 18 Á del sitio activo para la formación del enlace 
peptídico no se encuentra proteína. La estructura de 
alta resolución confirma lo que Harry Noller había pre- 
dicho mucho antes: el ribosoma es un ribozima. Además 
de lo que enseñan sobre el mecanismo de la síntesis 
proteica (tal como se describe más adelante), las 


Thomas Á. Steitz 


Venkatraman Ramakrishnan 
[Fuente: O Alastair Grant/AP  [Fuente: O Lucas Jackson/ 
Photo. ] Reuters/Corbis. ] 


Ada E. Yonath 
[Fuente: © Yin Bogu/Xinhua 
Press/Corbis.] 


estructuras detalladas del ribosoma y de sus subunida- 
des han estimulado una nueva visión sobre la evolución 
de la vida (Sección 26.3). Los ribosomas de ias células 
eucarióticas también han contribuido a los análisis 
estructurales (Fig. 27-14b) 

El ribosoma bacteriano es complejo, con una masa 
molecular combinada de ~2,7 millones. Las dos subuni- 
dades ribosómicas de forma irregular encajan y forman 
una hendidura a través de la cual pasa el mRNA a medi- 
da que el ribosoma se desplaza durante la traducción. 
(Fig. 27-14a). Las 57 proteínas de los ribosomas bacte- 
rianos son muy diversas en tamaño y forma. Las masas 
moleculares van de 6.000 a 75.000. La mayoría de pro- 
temas tienen dominios globulares, que se encuentran 
dispuestos en la superficie del ribosoma. Algunas 
poseen prolongaciones sinuosas que se introducen en el 
rRNA del interior del ribosoma estabilizando su estruc- 
tura. Todavía no se conocen en detalle las funciones de 

de estas proteínas, aunque es probable que 
POR tengan un papel estructural. 

"Ya Se conocen las secuencias de los rRNA de 
muchos organismos. Cada uno de los tres rRNA de 
cadena sencilla de E. coli tiene una estructura tridi- 
mensional específica con abundante apareamiento de 
bases intracatenario. Los patrones de plegamiento de 
los rRNA están muy conservados en todos los organis- 
mos, especialmente las regiones que intervienen en 
funciones clave (Fig. 27-15). La estructura secundaria 
predicha para los rRNA ha sido en gran parte confirma- 
da por los modelos estructurales de alta resolución, 
pero no incorpora la extensa red de mteracciones ter- 
ciarias presente en la estructura completa. 

Los ribosomas de las células eucarióticas (aparte de 
los de mitocondrias y cloroplastos) son mayores y más 
complejos que los ribosomas bacterianos (Fig. 27-16; 
compárese con la Fig. 27-14b). Tienen un diámetro de 
unos 23 nm y un coeficiente de sedimentación de unos 
808. También tienen dos subunidades cuyo 
tamaño varía según las especies, pero que 
por término medio corresponde a 605 y 
405. Los ribosomas eucarióticos contienen 
en total más de 80 proteínas diferentes. 
Los ribosomas de mitocondrias y cloro- 
plastos son algo menores y más sencillos 
que los ribosomas bacterianos, Sin embar- 
go, la estructura y la función de los riboso- 
mas es sorprendentemente similar en 
todos los organismos y orgánulos. 

Tanto en bacterias como en eucario- 
tas, los ribosomas se unen a través de una 
incorporación jerárquica de r-proteínas a 
medida que los rTRNAs se sintetizan, La 


a) 


305 


FIGURA 27-14 Estructura de los ribosomas. Nuestra comprensión de 
la estructura de los ribosomas ha mejorado enormemente gracias a las 
múltiples imágenes de alta resolución de ribosomas de bacterias y leva- 
duras. (a) Ribosoma bacteriano Las subunidades 505 y 305 se unen 
para formar el ribosoma 705. La síntesis proteica tiene lugar en una hen- 


mayor parte de la transformación de pre-rRNAs (ver Fig 
26-24) ocurre dentro de los grandes complejos ribonu- 
cleoproteinicos. La composición de estos cambios com- 
plejos cambia a medida que se añaden nuevas r-proteí- 
nas, los rRNAs adquieren su forma final, y algunas pro- 
teínas necesarias para el procesamiento del rkN 


disocian. Cop 


Los RNA de transferencia tienen rasgos estructurales 
característicos 


Para entender cómo los tRNA pueden actuar como 
adaptadores en la traducción del lenguaje de los ácidos 
nucleicos al de las proteínas, antes hemos de examinar 
su estructura con más detalle. Los RNA de transferencia 


Bacterias 


Eucariotas 


FIGURA 27-15 Conservación de la estructura secundaria de los 
rRNA de la subunidad pequeña de los tres dominios de la vida. Rojo, 
amarillo y púrpura indican las estructuras que han divergido en los rRNA 
de bacterias, arquea y eucariotas. Las estructuras conservadas se mues- 
tran en verde. [fFuente: Modificado de www.rna.icnb.utexas.edu] 
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(b) 
605 
RNA 
Proteí 
Hendidura 
RNA 
405 


didura entre las subunidades. (b) El ribosoma de levadura tiene una 
estructura similar y es algo más complejo [ Fuentes: (a) procedente de 
PDB ID 4V4)!, A. Korostelev et al. Cel/ 126;1065, 2006 (b) procedente de 
PBD ID 4V7R, A.Ben Shem et al., Science 330; 1203, 2010 ]. 


Ribosoma bacteriano Ribosoma eucariótico 
705 805 


M, 2,7 x 106 M, 4,2 x 106 


M,1,8 x 10% M, 2,8 x 10% 


rRNA 55 rRNA 55 
(120 nucleótidos) (120 nucleótidos) 
rRNA 235 rRNA 285 
(3.200 nucleótidos) (4.700 nucleótidos) 
36 proteínas rRNA 5,85 
(160 nucleótidos) 
49 proteínas 
EJ 
M, 0,9 x 10% M, 1,4 x 10% 
RNA 165 rRNA 185 
(1,540 nucleótidos) (1900 nucleótidos) 
21 proteínas 33 proteínas 


FIGURA 27-16 Resumen de la composición y la masa de los riboso- 
mas en bacterias y eucariotas. Las subunidades ribosómicas se identifi- 
cán por su valor de $ (unidades Svedberg), coeficientes de sedimenta- 
ción que se refieren a su velocidad de sedimentación en una centrifuga. 
Los valores de 5 no son aditivos cuando se combinan las subunidades 
porque los valores de $ son aproximadamente proporcionales a la poten- 
cia 2/3 de la masa molecular y también están afectados ligeramente por 
la forma. 
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son relativamente pequeños y consisten en una sola 
hebra de RNA plegada en una estructura tridimensional 
precisa (véase la Fig. 8-25a). Los tRNA de las bacterias 
y del citosol de los eucariotas tienen entre 73 y 93 resi- 
duos nucleótidos, que corresponden a masas molecula- 
res entre 24.000 y 31.000. Las mitocondrias y los cloro- 
plastos contienen tRNA diferentes, que son algo meno- 
res. Las células poseen al menos una clase de tRNA para 
cada aminoácido; se requieren al menos 32 tRNA para 
reconocer todos los codones de los aminoácidos (algu- 
nos reconocen más de un codón), si bien algunas célu- 
las utilizan más de 32. 

El tRNA de la alanina (tRNA**) procedente de leva- 
dura fue el primer ácido nucleico secuenciado por com- 
pleto por Robert Holley en 1965. Contiene 76 nucleóti- 
dos, 10 de los cuales tienen bases modificadas. La 
comparación de muchos tRNA 
de varias especies ha puesto 
de manifiesto muchos aspec- 
tos estructurales comunes 
(Fig. 27-17). Al menos ocho 
nucleótidos tienen bases y 
azúcares modificados, muchos 
de los cuales son derivados 
metilados de las bases princi- 
pales, La mayoría de tRNA 
tienen un residuo de guanilato 
(pG) en el extremo 5' y todos 
tienen la secuencia trinucleotí- 
dica CCA(3” en el extremo 3”. 
Cuando se representan en dos dimensiones, isposi- 
ción de los puentes de hidrógeno de todos! 
forma una estructura en forma de hoja de 
cuatro brazos; los tRNA más largos tienen un quinto 
brazo, o brazo extra En tres dimensiones, el tRNA tiene 
forma de L retorcida (Fig. 27-18). 

Dos de los brazos del tRNA son esenciales para su 
función de adaptador. El brazo del aminoácido lleva 
un aminoácido específico esterificado por su grupo car- 
boxilo al grupo hidroxilo 2' o 3” del residuo A del extre- 
mo 3' del tRNA. El brazo del anticodón contiene el 
anticodón. Los otros brazos principales son el brazo D, 
que contiene el nucleótido infrecuente dihidrouridina, y 
el brazo TyC, que contiene ribotimidina (T), que no se 
encuentra normalmente en los RNA, y pseudouridina 
(4), que tiene un inusual enlace carbono-carbono entre 
la base y la ribosa (véase la Fig. 26-22). Los brazos D y 
TyC tienen una contribución importante en el plega- 
miento de las moléculas de tRNA, y el brazo TyC inte- 
racciona con el rRNA de la subunidad grande. 

Habiendo examinado las estructuras de los riboso- 
mas y de los tRNA, consideraremos a continuación las 
cinco etapas de la síntesis proteica. 


Robert W. Hotley, 1922-1993 
[Fuente: Bettmann/Corbis. ] 


Etapa 1: Las aminoacil-tRNA sintetasas unen 
los aminoácidos correctos a sus tRNA 


Durante la primera fase de la síntesis proteica, que tiene 
lugar en el citosol, las aminoacil-tRNA sintetasas esteri- 
fican los 20 diferentes aminoácidos con sus correspon- 
dientes tRNA. Cada enzima es específico de un aminoá- 
cido y de uno o más de sus tRNA correspondientes. La 
mayor parte de organismos tienen una aminoacil-t+RNA 
sintetasa para cada aminoácido. En el caso de aminoá- 


y 


Brazo 
del aminoácido 


Brazo TyC 
Brazo D 


Contiene Brazo extra 
dos o tres variable en tamaño, 
residuos D no está presente 
en diferentes en todos los tRNA 
posiciones 
e Brazo 
Posición del anticodón 
de balanceo 
5 Tias 3' 
Anticodón 


FIGURA 27-17 Estructura secundaria general en hoja de trébol de 
los tRNA, Los puntos grandes de la cadena fostodiéster representan 
residuos nucleóticos, las líneas azules representan pares de bases. Los 
residuos característicos y/o invariables comunes a todos los tRNA están 
coloreados en rosa. La longitud de los RNA de transferencia varía entre 
73 y 93 nucleótidos. Aparecen nucleótidos adicionales en el brazo extra 
o en el brazo D, En el extremo de! brazo del anticodón se encuentra el 
bucle dei anticodón, que contiene siempre siete nucleótidos no aparea- 
os. El brazo D contiene dos o tres residuos D (5,6-dihidrouridina), 

IR algunos tRNA el brazo D sóio tiene tres pares de 
ATON es de hidrógeno. Los simbolos son: Pu, nucleó- 
tido purínico; Py, nucleótido pirimidínico; p, pseudouridilato; G*, guani- 
lato o 2'-O-metilguanilato. 


cidos a los que correspondan dos o más tRNA, normal- 
mente el mismo enzima los aminoacila a todos. 

Se han determinado las estructuras de todas las 
aminoaciltRNA sintetasas de E. coli. Se han dividido en 
dos clases (Tabla 27-7), basadas en diferencias en las 
estructuras primaria y terciaria y en los mecanismos de 
reacción (Fig. 27-19). Las dos clases se encuentran en 
todos los organismos y no hay pruebas de que las dos 
clases compartan un antepasado común. Se desconocen 
las razones biológicas, químicas o evolutivas de la exis- 
tencia de dos clases de enzimas implicadas en procesos 
esencialmente idénticos. 

La reacción catalizada por una aminoacil- ¿RNA sin- 
tetasa es 


Aminoácido + tRNA + ATP SE. a 
aminoacil-tRNA + AMP + PP 


Esta reacción tiene lugar en dos pasos en el sitio activo 
del enzima. En el paso @ (Fig. 27-19), se forma un 
intermedio ligado al enzima, el aminoacil adenilato 
(aminoacil-AMP). En el segundo paso, se transfiere el 
grupo aminoacilo desde el aminoacil-AMP unido al 
enzima a su correspondiente tRNA específico. El curso 
de este segundo paso depende de la clase a la que per- 
tenezca el enzima, como muestran las rutas (B y @ de 
la Fig. 27-19. El enlace éster resultante entre el ami- 


Brazo 
Brazo TWwC del aminoácido 
564 ll | 
54 ME 
56 y 
Brazo D 
(residuos 20 
10-25) 
26 
Brazo del 38 
anticodón 


4 Anticodón 


FIGURA 27-18 Estructura tridimensional del tRNA”* de levadura 
deducida por análisis de difracción de rayos X. La forma se parece a 
una L retorcida. (a) Esquema con los diferentes brazos identificados en 
la Fig. 27-17 en diferentes colores. (b) Modelo espacial (PDB ID 4TRA) 


(a) 


noácido y el tRNA (Fig. 27-20) tiene una energía libre 
estándar de hidrólisis muy negativa (AG”” = -29 | 
mol). El pirofosfato formado en la regeo 
ción se hidroliza a fosfato por la piroftsta 
hidrolasa. Se consumen, por tanto, dos enlaces fosfato 
de alta energía por cada molécula de aminoácido acti- 
vada, de modo que la reacción global es prácticamente 
irreversible: 


24 
Aminoácido + tRNA + ATP Mg 
aminoacil-tRNA + AMP + 2P. 
AG” = -29 kJ/mol 


Corrección de pruebas por las aminoacil-tRNA sintetasas 
La aminoacilación del tRNA consigue dos objetivos: (1) 
la activación de un aminoácido para formar un enlace 
peptídico y (2) asegura la colocación apropiada del ami- 
noácido en una cadena polipeptídica en crecimiento. La 
identidad del aminoácido unido al tRNA no se comprue- 


TABLA 27-7 


Dos clases de aminoaciHtRNA 
sintetasas 


Arg Leu Ala Lys 
| Os Met | Asn Phe 
© Gh Trp Asp Pro 
| Glu Tyr | Gly Ser 
| lle Val |His Tho 


Nota; Aquí, Arg representa arginil-+tRNA sintetasa, y así 
sucesivamente. La clasificación es válida para todos los organismos 
en los que se han analizado las tRNA sintetasas y se basa en 
diferencias estructurales de las proteínas y en la distinción 
mecanística esbozada en la Figura 27-19. 


ON 
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Brazo del aminoácido 
5' 


Brazo del anticodón 


| Anticodón 


(b) 


con ei mismo código de colores. La secuencia CCA del extremo 3' ( púr- 
pura) es el sitio de unión del aminoácido. [Fuente (b) PDB ID 4TRA, 
F Westhof et al., Acta Crystallogr. A44; 112, 1988] 


ba en el ribosoma, por lo que la unión del aminoácido 
correcto a cada tRNA es esencial para la fidelidad de la 


síntesis proteica. 
OA se recordará del Capítulo 6, la especificidad 


enzimática está limitada por la energía de unión que 
puede obtenerse de las interacciones enzima-sustrato. 
La discriminación entre dos aminoácidos sustrato simi- 
lares se ha estudiado detalladamente en el caso de la 
lle tRNA sintetasa, que distingue entre la valina y la 
isoleucina, que difieren solamente en un grupo metileno 
(-CH,-): 


coo” ¡010 
H¿Ñ—C—H HÑŇ—¢ —H 
H—CG—CH, H—C—CH;z 
Cn, A 
Ch, 
Valina Isoleucina 


La lle-tRNA sintetasa favorece la activación de la isoleu- 
cina (para formar lle-AMP) sobre la valina en un factor 
de 200, como es de esperar de la contribución de un 
grupo metileno a la unión del sustrato. No obstante, la 
valina se incorpora a las proteínas en posiciones normal- 
mente ocupadas por la isoleucina con una frecuencia de 
sólo 1 en 3000. ¿Cómo se obtiene esta mejora de más de 
diez veces en la precisión? La Ile-tRNA sintetasa, como 
otras aminoacil-tRNA sintetasas, tiene una función de 
corrección de pruebas. 

Recuerde un principio general de la corrección de 
pruebas por las DNA polimerasas (véase la Fig. 25-7): si 
las interacciones de unión disponibles no proporeionan 
una discriminación suficiente entre dos sustratos, la 
necesaria especificidad puede conseguirse por la unión 
específica del sustrato en dos pasos sucesivos. El efec- 
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5 -aminoacil adenilato 
(aminoacil-AMP) 


aminoscii-tRNA 
sintetzsas 
chase | 


Extremo 3' del tRNA 


0 
O 
Aminoacil-4AMP 


transesterificación 


tRNA 


FIGURA MECANISMO 27-19 Aminoacilación del tRNA por las ami- 
noacil-tRNA sintetasas. E} paso @ consiste en la formación de un ami- 
noacil adenilato que permanece unido al sitio activo. En e! segundo paso, 
el grupo aminoacilo se transfiere al tRNA. El mecanismo de este paso es 
algo diferente para jas dos clases de aminoaciltRNA sintetasas (véase 


to de forzar al sistema a través de dos “filtros” sucesivos 
es multiplicativo, En el caso de la lle-t+RNA sintetasa, el 
primer filtro es la unión inicial del aminoácido y su acti- 
vación a aminoacil-AMP. El segundo filtro consiste en la 
unión de los productos aminoacil-AMP incorrectos a 
otro sitio activo del enzima. Los sustratos que se unen a 


Aminaacy!-AMP 
Adenina 


Aminoacil-AMP 


tRNA 
Aminoacil-tRNA 


la Tabla 27-7). Para los enzimas de la clase 1, O) el grupo aminoacilo se 
transfiere inicialmente al grupo 2'-hidroxilo del residuo A 3'-terminal, 
siendo desplazado a continuación E) al 3'-hidroxilo por una reacción de 
transesterificación. Para los enzimas de la clase lt, @ el grupo aminoa- 
cilo se transfiere directamente al 3'-hidroxilo del adenitato terminal. 


este segundo sitio activo son hidrolizados. El grupo R de 
la valina es ligeramente menor que el de la isoleucina; el 
Val-AMP encaja en el sitio hidrolítico (de corrección de 
pruebas) de la lle-t+RNA sintetasa, pero no así el He- 
AMP. De esta forma, Val-AMP es hidrolizado a valina y 
AMP en el sitio activo corrector de pruebas y el tRNA 


Extremo 3' del tRNA 


Brazo 


Brazo del 
anticodón 


FIGURA 27-20 Estructura general de los aminoaciltRNA. El grupo 
arminoacilo está esterificado en la posición 3' del residuo A terminal, El 
enlace éster que a la vez activa el aminoácido y lo une al tRNA está 
coloreado en rosa. 


unido a la sintetasa no acaba aminoacilado con el ami- 
noácido incorrecto. 

Además de la corrección de pruebas después de la 
formación del aminoacil-AMP intermediario, la mayoría 
de aminoacil-tRNA sintetasas también pueden hidroli- 
zar el enlace éster entre los aminoácidos y el tRNA en 
los aminoacil-tRNA. Esta hidrólisis se acelera mucho en 
el caso de tRNA cargados incorrectamente, con lo 4 e, 
se consigue un tercer filtro para potemciay-a E z didas 
del proceso global. Las pocas aminoacihtRi A y téte SA 
que activan aminoácidos sin análogos estructurales 


3' 


Brazo del aminoácido 


Brazo TyC 
Brazo D 


Brazo extra 


Brazo del anticodón 


LS 


(a) Anticodón 


FIGURA 27-21 Posiciones de los tRNA reconocidas por las aminoa- 
cil-tRNA sintetasas. (a) Algunas posiciones (puntos púrpura) son idén- 
ticas en todos los tRNA, por lo que no pueden utilizarse para discriminar 
uno de otro. Otras posiciones son sitios de reconocimiento conocidos 
para una (naranja) o más (azul) aminoacil-tRNA sintetasas. Además de 
la secuencia, hay otros rasgos estructurales que son importantes para el 


P 
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(Cys-tRNA sintetasa, por ejemplo) muestran poca o 
ninguna actividad de corrección de pruebas; en estos 
casos, el sitio activo de aminoacilación puede discrimi- 
nar suficientemente entre el sustrato correcto y los 
aminoácidos incorrectos. 

La tasa de error media de la síntesis de proteínas 
(~1 error por 10* aminoácidos incorporados) no es tan 
baja como la de la replicación del DNA. Los errores en 
una proteína son eliminados cuando la proteína es 
degradada y, por tanto, no pasan a generaciones sucesi- 
vas y tienen menor importancia biológica. El grado de 
fidelidad de la síntesis proteica es suficiente para asegu- 
rar que la mayoría de proteínas no contengan errores y 
que la gran cantidad de energía necesaria para sinteti- 
zar una proteína no sea desaprovechada. Una copia 
defectuosa de una molécula proteica carece de impor- 
tancia en presencia de muchas copias correctas de la 
misma proteína. 


Interacción entre una aminoacil-tRNA sintetasa y un 
tRNA: Un “segundo código genético” Una aminoacil-tR- 
NA sintetasa determinada ha de ser específica no sólo 
de un único aminoácido sino también de ciertos tRNA. 
La discriminación entre varias docenas de tRNA es tan 
importante para la fidelidad global de la biosíntesis de 
proteínas como la distinción entre aminoácidos. La inte- 
racción entre las aminoacil-tRNA sintetasas y los tRNA 
ha sido calificada como “segundo código genético”, para 
poner de manifiesto su papel fundamental en el mante- 
nimiento de la precisión de la síntesis proteica. Las 
reglas de “codificación” son aparentemente más com- 
las del “primer” código. 

27-21 resume lo que sabemos sobre los 
nucleótidos que intervienen en el reconocimiento por 


Brazo del 
aminoácido 


(b) 


reconocimiento por algunas sintetasas. (b) Los mismos rasgos estructu- 
rales se muestran en tres dimensiones, con los residuos en naranja y en 
azul representando igualmente las posiciones reconocidas por una o 
más aminoacil-tRNA sintetasas, respectivamente [Fuente: PDB ID 1EHZ; 
H.Shi and P.B. Moore, RNA 6;1091,2000.] 
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Clase IlI 


Clase | 
tRNA 


{a) 


FIGURA 27-22 Aminoacil-tRNA sintetasas. Ambas sintetasas están 
unidas a los correspondientes tRNA (verde). El ATP unido (rojo) señala 
el sitio activo cerca del extremo del brazo aminoacilo. (a) La Gin-tRNA 
sintetasa de E. coli es una típica sintetasa monomérica del tipo | (b) La 
Asp-tRNA sintetasa de levadura es una típica sintetasa dimérica del tipo 


algunas de las aminoaciltRNA sintetasas. Algunos 
nucleótidos están conservados en todos los tRNA y, por 
tanto, no pueden utilizarse para la discriminación. La 
presencia de cambios de nucleótidos que alteran la 
especificidad por el sustrato ha permitido identificar las 
posiciones nucleotídicas que intervienen en la discrimi- 
nación por las aminoacil-¡RNA sintetasas. Estas posicio- 
nes parecen estar concentradas en los brazos del ami- 
noácido y del anticodón, incluídos los nucleótidos del 
propio anticodón, pero también se encuentran en otras 
partes de la molécula de tRNA. La dete Act 
estructuras cristalinas de los complejos de las) 0 

cil ¿RNA sintetasas con tRNA y ATP ha bdo e en 
gran medida a nuestra comprensión de estas interaccio- 
nes (Fig. 27-22). 

En el reconocimiento de un tRNA por su aminoa- 
cil-tRNA sintetasa específica pueden estar implicados 
diez o más nucleótidos específicos. Sin embargo, en 
unos pocos casos el mecanismo de reconocimiento es 
mucho más simple. En una gama de organismos que va 


3' 
76 


13 


10 


(a) 


(b) 


(c) Clase ! y Clase li sintetasas se unen 
a caras opuestas del substrato de tRNAs 


ii (c) Las dos ciases de aminoacil tRNA sintetasas reconocen distintas 
caras de los substratos de tRNA [ Fuentes: (a,c (izquierda)) PBD 1D 
IQRT, J.G. Arnez and TA. Steitz, Biochemistry 35;14,725,11996. (b,c 
(derecha) ) PDB ID 1ASZ, 5. Cavalleri et al, EMBO J. 13,327, 1994.] 


de las bacterias al hombre, el determinante primario del 
reconocimiento del tRNA por la Ala-tRNA sintetasa es 
un único par de bases G=U en el brazo del aminoácido 
del tRNA** (Fig. 27-23a). Un RNA sintético corto de 
tan solo 7 pb dispuestas en una sencilla minihélice en 
horquilla es aminoacilado eficientemente por la Ala-tR- 
NA sintetasa, siempre que el RNA contenga este G=U 
crítico (Fig. 27-23b). Este sistema relativamente senci- 
llo de la alanina puede ser una reliquia evolutiva de un 
período en el que los oligonucleótidos de RNA, antepa- 
de A, eran aminoacilados en un sistema pri- 
] is proteica. 

La interacción de las aminoacil-tRNA sintetasas con 
sus correspondientes tRNA es crítica para la lectura 
correcta del código genético. La expansión del código 
para incluir un nuevo aminoácido requeriría necesaria- 
mente una nueva pareja aminoacil tRNA sintetasa:tR- 
NA. En la naturaleza se ha observado una expansión 
limitada del código genético; en el laboratorio se ha 
conseguido una expansión más amplia (Recuadro 27-2). 


FIGURA 27-23 Elementos estructurales del tRNA*" 
requeridos para el reconocimiento por la Ala-tRNA 
sintetasa. (a) Los elementos estructurales del tRNA** 
reconocidos por la Ala-tRNA sintetasa son muy simples. 
Un solo par de bases G=U (rosa) es el única elemento 
necesario para la unión específica y la aminoacilación. 
(b) Una corta minihélice sintética de RNA, que contiene 
el par de bases crítico G=U, pera que carece de la mayor 
parte de la estructura restante del tRNA, se aminoacila 
específicamente con alanina casi tan eficientemente 
como el iRNA** compieto 


Nucteótidos 
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FIGURA 27-24 Demostración de que las cadenas polipeptidicas cre- 
cen por adición de nuevos residuos aminoácidos hacia el extremo car- 
boxilo: experimento de Dintzis. Los reticulocitos (eritrocitos inmaduros) 
sintetizan activamente hemoglobina cuando se incuban con leucima 
radiactiva (escogida por su abundancia en las cadenas a y ĝ de la glo- 
bina). Se aislaron cadenas œ completas de los reticulocitos a diferentes 
tiempos y se estudió la distribución de la radiactividad Las zonas rojo 
oscuro muestran las zonas de las cadenas completas de a-globina que 
contienen residuos de Leu radiactivos. A 4 min, sólo estaban marcados 
unos pocos residuos en el extremo carboxilo de la a-globina, porque las 
únicas cadenas de globina completas marcadas después de 4 min eran 
las que casi habían completado su síntesis en el momento de añadir e 
marcaje. A tiempos de incubación más largos, segmentos cada vez más 
largos de la cadena polipeptídica contenían residuos marcados, siempre 
en un bloque en el extremo carboxilo de la cadena. El extremo sin mar- 
car del polipéptido (el extremo amino) se definió de este modo como el 
extremo de inicio, lo que significa que la cadena polipeptídica crece por 
adición sucesiva de aminoácidos hacia el extremo carboxilo. 


Etapa 2: La síntesis de proteínas empiezh Cy) ra 


con un aminoácido específico 


La síntesis de proteínas empieza en el extremo ami- 
no-terminal y avanza por adición de aminoácidos suce- 
sivos hacia el extremo carboxilo-terminal del polipépti- 
do, tal como estableció Howard Dintzis en 1961 
(Fig. 27-24). El codón de inicio AUG especifica, por 
tanto, un residuo de metionina amino-terminal. Aun- 
que sólo existe un codón para la metionina, (5)AUG, 
todos los organismos contienen dos tRNA para la metio- 
nina. Uno de los tRNA se utiliza exclusivamente cuando 
el (5)AUG es el codón de inicio para la síntesis protei- 
ca. El segundo se utiliza para codificar la metionina 
cuando se encuentra en una posición interna de un 
polipéptido. 

La distinción entre un (5)AUG de inicio y uno 
interno es sencilla. En las bacterias, los dos tipos dife- 
rentes de tRNA específicos para la metionina se desig- 
nan como tRNA™* y tRNA™«t, El residuo aminoácido 
incorporado de acuerdo con el codón de inicio (5)AUG 
es N-formilmetionina (fMet). Llega al ribosoma como 
N-formilmetioniltRNA*Y*  (fMettRNA*Y*'5), que se 
forma en dos reacciones sucesivas. En primer lugar, la 
metionina se une al tRNA™* por la Met-tRNA sintetasa 
(que en E. coli aminoacila tanto el tRNA™®* como el 
tRNA**): 


Metionina + tRNAY* + ATP 
Met-tRNA™e + AMP + PP, 


A continuación, una transformilasa transfiere um grupo 
formilo procedente del N””-formiltetrahidrofolato al 
grupo amino del residuo Met: 
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NY-Formiltetrahidrofolato + Met4RNAY* 
tetrahidrofolato + fMet-tRNAYWs 


La transformilasa es más selectiva que la Met-tRNA sin- 
telasa; es específica de residuos Met unidos al tRNAY+, 
posiblemente porque reconoce algún rasgo estructural 
único de dicho tRNA. En cambio, Met-tRNA** inserta la 
metionina en las posiciones interiores de los polipépti- 
dos. 


N-Formilmetionina 


La adición del grupo N-formilo al grupo amino de la 
metionina por la transformilasa impide que la fMet se 
incorpore en las posiciones interiores de los polipépti- 
dos y, a la vez, permite que el (Met-tRNAY* se una a un 
sitio de inicio específico del ribosoma, que no acepta ni 
el Met-tRNA“* ni cualquier otro aminoacil-tRNA. 

En las células eucarióticas todos los polipéptidos 
sintetizados por los ribosomas citosólicos empiezan con 
un residuo Met (en lugar de fMet), pero, de nuevo, la 
célula utiliza un tRNA iniciador especializado distinto 
del tRNA%*" utilizado en los codones 5'(AUG) de las 
posiciones interiores del mRNA. Sin embargo, los poli- 

RA por los ribosomas de las mitocon- 

cloroplastos empiezan con N-formilmetioni- 
na, Este hecho apoya fuertemente la idea de que las 
mitocondrias y los cloroplastos se originaron a partir de 
antepasados bacterianos, incorporados de manera sim- 
biótica a las células eucarióticas primitivas en una fase 
temprana de la evolución (véase la Fig. 1-40). 

¿Cómo puede un único codón 5(AUG) distinguir 
entre la N-formilmetionina del principio (o la metionina 
en el caso de los eucariotas) y los residuos Met interio- 
res? La respuesta se encuentra en los detalles del pro- 
ceso de inicio. 


Las tres etapas del inicio El inicio de la síntesis de poli- 
péptidos en las bacterias requiere (1) la subunidad 
ribosómica 30S, (2) el mRNA que codifica el polipéptido 
que se ha de sintetizar, (3) el fMetRNA*W* iniciador, 
(4) un conjunto de tres proteínas, denominadas facto- 
res de inicio (IF-1, IF-2 e IF-3), (5) GTP, (6) la subuni- 
dad ribosómica 50S y (7) Mg”. La formación del com- 
plejo de inicio tiene lugar en tres etapas (Fig. 27-25). 
En la etapa @, la subunidad ribosómica 305 une los 
factores de inicio IF-1 e IF-3. IF-3 impide que las subu- 
nidades 30S y 508 se unan prematuramente. A conti- 
nuación, el mRNA se une a la subunidad 305. El inicia- 
dor 5'(AUG) es guiado hasta su posición correcta por la 
secuencia de Shine-Dalgarno (nombrada en referen- 
cia a los investigadores australianos John Shine y Lynn 
Dalgarno, que la identificaron) del mRNA. Esta secuen- 
cía consenso es una señal de inicio, de cuatro a nueve 
residuos purínicos, que se encuentra entre 8 y 13 pb en 
el lado 5' del codón de inicio (Fig. 27-26a). La secuen- 
cia se aparea con una secuencia complementaria rica en 
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RECUADRO 27-2 


Tal como hemos visto, los 20 aminoácidos común- 
mente encontrados en las proteínas ofrecen sola- 
mente una funcionalidad limitada. Los seres vivos 
generalmente superan estas limitaciones mediante el 
uso de cofactores enzimáticos o modificando deter- 
minados aminoácidos una vez han sido incorporados 
a las proteínas. En principio, la expansión del código 
genético para introducir nuevos aminoácidos en las 
proteínas ofrece otra vía para ampliar la funcionali- 
dad, pero es una vía muy difícil de explotar. Tales 
cambios pueden desembocar fácilmente en la inacti- 
vación de millares de proteínas. 

La expansión del código genético para incluir un 
nuevo aminoácido requiere varios cambios celulares. 
Una nueva aminoacil-tRNA sintetasa debe estar pre- 
sente, generalmente, junto con su correspondiente 
tRNA. Ambos componentes deben ser altamente 
específicos, interaccionando solamente entre sí y con 
el nuevo aminoácido. El nuevo aminoácido debe 
encontrarse en concentraciones significativas en la 
célula, lo que puede implicar la evolución de nuevas 
rutas metabólicas. Tal como se ha descrito en el 
Recuadro 27-1, el anticodón del tRNA se aparearía 
probablemente con un codón que normalmente 
especificara terminación. Realizar todas estas tareas 
en una célula viva parece improbable; sin embargo, 
se ha conseguido, tanto en la naturaleza como en el 
laboratorio. 


Expansión natural y no natural del código genético 


niveles más bajos que otros Ser-tRNA reconoce el 
UGA y no otros codones. Este tRNA es cargado con 
serina por la serina aminoacil-tRNA sintetasa normal, 
y la serina es convertida enzimáticamente en seleno- 
cisteína por un enzima independiente antes de su 
uso en el ribosoma. El tRNA cargado no reconoce 
cualquier codón UGA; alguna señal contextual del 
mRNA, todavía por identificar, asegura que este 
tRNA reconozca sólo los pocos codones UGA, dentro 
de ciertos genes, que especifican selenocisteína. En 
efecto, UAG sirve de codón tanto para la terminación 
como para la selenocisteína (muy raramente). Esta 
expansión particular del código cuenta con un tRNA 
específico, como se ha descrito anteriormente, pero 
carece de la correspondiente aminoacil-tRNA sinte- 
tasa. Este proceso es propio de la selenocisteína, 
pero puede considerarse como un paso intermedio 
en la evolución de una definición de codones comple- 
tamente nueva. 

La pirrolisina se encuentra en un grupo de 
arquea anaerobias denominadas metanógenas 
(véase el Recuadro 22-1). Estos organismos produ- 
cen metano como un requerimiento de su metabolis- 
mo, y el grupo de las Metanosarcináceas pueden 
usar metilaminas como sustrato de la metanogéne- 
sis. La producción de metano a partir de monometi- 
lamina requiere el enzima monometilamina metil- 


ferasa. El gen que codifica este enzima tiene un 
Efectivamente, son 22 y no 20 los dj p terminación en el marco de lectura. 
especificados por el código genético convencional. T € determinó la estructura de la metiltrans- 


Los dos aminoácidos extra son la selenocisteina y la 
pirrolisina, que, aunque se encuentran en unas pocas 
proteínas, ofrecen una visión de los detalles de la 
evolución del código. 


coo” ed 
H¿N—CH HÑ=CH 
CH3 c Hz 
SeH úl 
Selenocisteina o 
ye 
TH Ch, 
C 
o 
N 
Pirrolisina 


Unas pocas proteínas en todas las células (como 
la formato deshidrogenasa en las bacterias y la gluta- 
tión peroxidasa en los mamíferos) requieren seleno- 
cisteina para su actividad. En Æ. colt, la selenocistei- 
na se introduce en el enzima formato deshidrogenasa 
durante la traducción en respuesta a un codón UGA 
en fase. Un tipo especial de Ser-tRNA, presente a 
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ferasa y reveló la presencia del nuevo aminoácido 
pirrolisina en la posición especificada por el codón 
UAG. Experimentos posteriores demostraron que, al 
contrario de la selenocisteína, la pirrolisina se unía 
directamente a un tRNA especializado por la corres- 
pondiente pirrolisiltRNA sintetasa. Estas células 
producen pirrolisina a través de una ruta metabólica 
todavía por descubrir. El sistema en su conjunto 
tiene todas las características de un sistema de asig- 
nación de codones, aunque sólo funciona para codo- 
nes UAG en este gen particular. Como en el caso de 
la selenocisteína, probablemente haya señales con- 
textuales que dirijan este tRNA hacia el correcto 
codón UAG. 

¿Es posible emular en el laboratorio este logro 
evolutivo? La modificación de las proteínas con 
varios grupos funcionales puede suministrar infor- 
mación pertinente sobre la actividad y la estructura 
de las proteínas. Sin embargo, la modificación de las 
proteínas es a menudo muy laboriosa. Por ejemplo, 
añadir un nuevo grupo a una Cys en particular impli- 
ca bloquear de algún modo las otras Cys que estén 
presentes en la misma proteína. Alternativamente, 
podría ser mucho más conveniente adaptar el código 
genético para que la célula pudiera insertar un ami- 
noácido modificado en un determinado lugar de la 
proteína. Peter Schultz y colaboradores lo han lleva- 
do a cabo. 
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Las células que contienen las variantes de 
MjtRNA TY aminoaciladas por las tRNA sintetasas 
endógenas mueren. Las supervivientes poseen la 
variante de MjtRNA TY que no es aminoacilada. 
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Variación al azar de la secuencia 
de MitRNATY" en 1 posiciones, 
transformación de las células para 
construir una genoteca. 
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Las células viven solamente si contienen variantes 
del MiiRNATY" aminoaciladas por la M¡TyrRS. 


FIGURA 1 Selección de variantes de MARNA™ que son funciona- 
les solamente con la tirosil tRNA sintetasa MjTyrRS. La secuencia del 
gen que codifica el MARNA™, en un plásmido, se modifica al azar en 
11 posiciones que no interaccionan con la MjTyrRS (puntos rojos). 
Los plásmidos mutados se introducen en células de E. coli para crear 
una genoteca con millones de variantes del MARNA™, representadas 
por tas seis células que aqui se muestran. El gen tóxico de la bar- 
nasa, modificado para incluir la secuencia TAG, para que su trans- 
crito contenga codones UAG, se suministra en un plásmido aparte, y 
proporciona la selección negativa, Si este gen se expresa, las células 
mueren, Sólo puede expresarse si la variante del MARNA!" expre- 
sada en esta célula particular es arminoacilado por aminoacit-tRNA 


sintetasas endógenas (E. colí), que inserten un aminoácido en lugar 
de detener la traducción. Se modifica también otro gen, que codifica 
la B-lactamasa, con secuencias TAG que producen codones de ter- 
minación UAG. Este gen se suministra en otro plásmido, que tam- 
bién expresa el gen que codifica la MjTyrRS, como un medio de 
seleccionar positivamente las restantes variantes del MARNA'”. Las 
variantes, que son aminoaciladas por la M¡TyrRS, permiten la expre- 
sión del gen de la P-lactamasa, y hacen posible que las células crez- 
can en ampicilina. Múltiples rondas de selección positiva y negativa 
suministran las mejores variantes del MARNA?'", que son aminoacila- 
das solamente por la MyTyrRS y usadas eficientemente en la traduc- 
ción. 


Continúa en la página siguiente 
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Expansión natural y no natural del código genético (continuación) 


RECUADRO 27-2 


Para desarrollar una nueva asignación para un codón, 
una vez más se necesitan una nueva aminoacil RNA 
sintetasa y un nuevo tRNA afín, ambos adaptados a 
trabajar solamente con el nuevo aminoácido. Los 
esfuerzos para crear esta expansión “no natural” del 
código genético se centraron inicialmente en E. coli. 
El codón UAG fue elegido como el más adecuado 
para codificar un nuevo aminoácido. UAG es el 
menos usado de los tres codones de terminación y 
cepas con tRNA seleccionados para reconocer UAG 
(véase el Recuadro 27-4) no muestran defectos en el 
crecimiento. Para crear el nuevo tRNA y la nueva 
tRNA sintetasa, se tomaron los genes de un tirosil-tR- 
NA y de la correspondiente tirosil-tRNA sintetasa de 
la arquea Methanococcus jannaschii (MjtRNA®™ y 
MTTyrRS). La M7TyrRS no se une al lazo del antico- 
dón del MitRNA?, lo que permite modificar el lazo 
del anticodón para incluir un CUA (complementario 
de UAG) sim afectar la interacción. Puesto que los 
sistemas de las arqueas y las bacterias son ortólogos, 
los componentes modificados de las arqueas se 
pudieron transferir a células de Æ. colt sin desorgani- 
zar el sistema intrínseco de traducción de las células. 
En primer lugar, el gen codificante del MitRNAD" 
tuvo que modificarse para generar un producto tRNA 
ideal: que no fuese reconocido por ninguna aminoa- 
cil-tRNA sintetasa de E. coli, pero que fuese aminoa- 
cilado por la M7TyrRS. Se pudo encontrar e ariante 
a través de una serie de ciclos de selecció 
negativa diseñados para el escrutinio de las variantes 
del gen del tRNA (Fig. 1). Se modificaron al azar 
determinadas regiones de la secuencia del MiERNA"” y 
se preparó una genoteca de células que expresaban 
cada una de ellas una versión diferente del tRNA. Se 
modificó el gen de la barnasa (una ribonucleasa tóxica 
para E. coli) de manera que su transcrito de mRNA 
presentase varios codones UAG, y el gen se introdujo 
en las células mediante un plásmido. Si la variante del 
MáRNA” expresada en una célula determinada era 
aminoacilada por una tRNA sintetasa endógena, se 
expresaría el gen de la barnasa y la célula moriría 
(selección negativa). Las células supervivientes con- 
tendrían variantes de tRNA que no habrían sido ami- 
noaciladas por las tRNA sintetasas endógenas, pero 


que potencialmente podrían ser aminoaciladas por la 
MTTyrRS. A continuación, se procedió con un protoco- 
lo de selección positiva (Fig. 1), mediante la modifica- 
ción del gen de la 4-lactamasa (que confiere resisten- 
cia al antibiótico ampicilina), de manera que su trans- 
crito presentase varios codones UAG. Se introdujo 
este gen en las células junto con el gen de la M/TyrRS. 
Las variantes del MjtRNA®™ que podían ser aminoaci- 
ladas por la M7TyrRS permitían el crecimiento en 
ampicilina sólo si la M¡TyrRS también se expresaba en 
la célula. Varias rondas de este esquema de selección 
negativa y positiva permitieron identificar una nueva 
variante del MitRNA” que no se veía afectada por 
enzimas endógenos, era aminoacilada por la M¡TyrRS 
y funcionaba correctamente en la traducción. 

En segundo lugar, la M/TyrRS tuvo que modif- 
carse para reconocer el nuevo aminoácido. Á conti- 
nuación se mutó el gen codificante de la MITyrRS 
para crear una gran genoteca de variantes. Las 
variantes que aminoacilaban la nueva variante del 
MjtRNAY con aminoácidos endógenos fueron elimi- 
nadas por selección con el gen de ls barnasa. Se llevó 
a cabo una segunda ronda de selección positiva 
(similar a la selección con ampicilina descrita ante- 
riormente), de manera que las células sobrevivieran 
sólo si la variante del MjtRNA™ era aminoacilada sólo 
en presencia del aminoácido no natural. Varias ron- 

de selección negativa y positiva generaron una 

sintetasa-tRNA afines que reconocía 

o el aminoácido no natural. Estos componentes 

fueron rebautizados para indicar que en la selección 
se había usado un aminoácido no natural. 

Esta metodología ha permitido construir muchas 
cepas de E. coli capaces de incorporar un aminoáci- 
do no natural particular en una proteína en respuesta 
a un codón UAG. Se ha usado la misma aproximación 
para expandir artificialmente el código genético de 
las levaduras e incluso de células de mamífero. De 
esta manera, más de 30 aminoácidos diferentes (Fig. 
2) pueden introducirse eficiente y específicamente 
en proteínas clonadas. Estos resultados permiten 
disponer de un conjunto de herramientas flexibles 
que contribuyen al avance del conocimiento de la 
estructura y función de las proteínas. 


FIGURA 2 Una muestra de aminoácidos no naturales que se 
han añadido al código genético. Estos aminoácidos no naturales 
introducen grupos reactivos nuevos, tales como (a) una cetona, 
{b} una azida, (c) un totoentrecruzador (un grupo funcional 
diseñado para formar un enlace covalente con un grupo cercano 
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cuando es activado por la luz), (d) un aminoácido muy fluores- 
cente, (e) un aminoácido con un átomo pesado (Br) para su 
uso en cristalografía, y (f) un análogo de la cisteina de cadena 
larga que puede formar puentes disulfuro extendidos. 


pirimidinas cerca del extremo 3” del rRNA 168 de la 
subunidad ribosómica 308 (Fig. 27-26b). Esta interac- 
ción mRNA-TrRNA sitúa la secuencia de inicio (5)AUG 
en la posición correcta en la subunidad 30S para el ini- 
cio de la traducción. El (5)AUG específico al que debe 
unirse el fMet-t£RNA** se distingue de otros codones de 
metionina por su proximidad a la secuencia Shine-Dal- 
garno del MRNA. 

Los ribosomas bacterianos tienen tres sitios de fija- 
ción de tRNA, el sitio aminoacilo o sitio A, el sitio 
peptidilo o sitio P y el sitio de salida o sitio E. Los 
sitios A y P unen aminoacil-tRNA, mientras que el sitio 
E une sólo tRNA no cargados que han completado su 
tarea en el ribosoma. Tanto la subunidad 30S como la 
508 contribuyen a las características de los sitios A y P, 
mientras que el sitio E se encuentra en su mayor parte 
en la subunidad 505. El (5)AUG iniciador se sitúa en el 
sitio P, que es el único sitio al que se puede fijar el 
[Met-tRNAMe (Fig. 27-25). El fMet-tRNA™® es el único 
aminoacil tRNA que se une primero al sitio P; durante la 
fase de elongación que viene a continuación, todos los 
aminoacil tRNA entrantes (incluido el Met-tRNA**, que 
se fija a los AUG interiores) se unen primero al sitio A y 
sólo a continuación se umen a los sitios P y E. El sitio E 
es el sitio del que se desprenden los tRNA *descarga- 
dos” durante la elongación. El factor de inicio IF-1 se 
une al sitio A, impidiendo la unión del tRNA a este sitio 
durante el inicio. 

En el paso @ del proceso de inicio (Fig. 27- so), 
tanto el IF-2 unido a GTP como el MARNA ini 
dor se unen al complejo formado por 
sómica 305, el IF-3 y el mRNA. El 


inicio del mRNA, 

En el paso @, este gran complejo se une a la subu- 
nidad ribosómica 508; al mismo tiempo, el GTP unido al 
IF-2 se hidroliza a GDP y P, que se desprenden del 
complejo. En este punto, los tres factores de inicio 
abandonan el ribosoma. 

Una vez completadas las etapas mostradas en la 
Fig. 27-25, se obtiene un ribosoma 706 funcional, deno- 
minado complejo de inicio, que contiene el mRNA y el 
fMet-tRNA™“ iniciador. La unión correcta del [Met-tRNA- 
Met a] sitio P del complejo de inicio 70S completo está 
asegurada por al menos tres puntos de reconocimiento 
y de unión: la interacción codón-anticodón del AUG 
iniciador unido al sitio P; la interacción entre la secuen- 
cía Shine-Dalgarno del mRNA y el rRNA 165 y las inte- 
racciones de unión entre el sitio P del ribosoma y el 
[Met tRNA*Y*. Llegados a este punto, el complejo de 
micio está listo para la elongación. 


El inicio en las células eucarióticas La traducción euca- 
riótica es similar a la traducción bacteriana; la mayor 
parte de las diferencias significativas se encuentran en el 
número de componentes y en detalles del mecanismo. El 
proceso de inicio en los eucariotas se muestra en la 
Figura 27-27. Los mRNA eucarióticos están unidos al 
ribosoma formando un complejo con un conjunto de 
proteínas de unión específicas. Las células eucarióticas 
tienen al menos 12 factores de inicio. Los factores de 
inicio elF1A y elF3, homólogos funcionales de los facto- 
res IF-1 e IF-3 bacterianos, se unen a la subunidad 408 
en el paso @ y bloquean la unión del tRNA al sitio A y la 
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el complejo de inicio. 
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FIGURA 27-25 Formación del compleja de inicio en las bacterias. E! 
complejo se forma en tres pasos (descritos en el texto) a expensas de la 
hidrólisis de GTP a GDP y P. IF-1, IF-2 e IF-3 son factores de inicio. E de- 
signa el sitio de salida, P ei sitio peptidilo y A el sitio aminoacilo. El anti- 
codón del tRNA está orientado de 3' a 5', de izquierda a derecha, como 
en la Figura 27-8, pero con orientaciór opuesta a la de las Figuras 27-21 
y 27-23, 


unión prematura de las subunidades menor y mayor, 
respectivamente. El factor elF1 se une al sitio E. El 
tRNA iniciador cargado se une al factor elF2, al que tam- 
bién se ha unido GTP. En el paso QY , este complejo ter- 
nario se une a la subunidad ribosómica 40S, junto con 
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E. colitrpA (5)AGCACGAGGGGAAAUCUGAUG GAACGCUACGO) 


UUUGGAUGGAGUGAAACGAUG GCGAUUGCA 
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FIGURA 27-26 Secuencias en el RNA mensajero que sirven de señal 
para el inicio de la sintesis proteica en las bacterias. (a) E: alinea- 
miento del AUG de inicio (sombreado en verde) en e! lugar correcto de 
la subunidad ribosómica 305 depende en parte de las secuencias Shi- 
ne-Dalgarno (en rosa) en el lado 5'. Se muestran porciones de os trans- 
critos de mRNA de cinco genes bacterianos. Obsérvese el caso poco 


r 


tRNA 
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FIGURA 27-27 Inicio de la síntesis proteica en eucariotas. Se mues- 
tran los cinco pasos descritos en el texto. Los factores de inicio eucarió- 
ticos facilitan la asociación primero del tRNA iniciador cargado para for- 
mar un complejo 435 y a continuación el mRNA (con el casquete en 5' 


de preinicio 435 


usual de la proteína Laci de £. coli, que empieza con un codón GUG 
(Val) (véase el Recuadro 27-1). En E. coli, AUG es el codón de inicio en 
aproximadamente 91% de los genes, mientras que GUG (7%) y UUG 
(2%) asumen más raramente esta función (b) La secuencia Shine-Dai- 
garno del mRNA se aparea con una secuencia cerca del extremo 3' del 
rRNA 165. 


en rojo) para formar e! complejo 485. El complejo final de inicio se forma 
cuando se une la subunidad 605, junto con la liberación de la mayoría de 
los factores de inicio. 
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FIGURA 27-28 Circularización del mRNA en el complejo de inicio 
eucariótico, Los extremos 3' y 5' de los mRNA eucarióticos están unidos 
por el complejo proteico elF4F. La subunidad elF4E se une al casquete 5 
y la proteina elF4G se une a la proteina de unión a poliA (PAPB) en el 
extremo 3' del mRNA. La proteína elF4G también interacciona con elF3, 
uniendo así el mRNA circularizado a la subunidad 405 del ribosoma. 


otras dos proteínas implicadas en pasos posteriores, 
elF5 (no mostrada en la Fig. 27-27) y elF5B. De esta 
manera se forma el complejo de preinicio 438. El com- 
plejo eIF4F está formado por elF4E (que se une al cas- 
quete 5), elF4A (una ATPasa y RNA helicasa) y elF4G 
(una proteína de unión). La proteína elF4G se une a 
elF3 y a elF4E, estableciendo la primera interacción 
entre el complejo de preinicio 438 y el A. El 
también se une €) a la proteína de mara 
en el extremo 3' del mRNA, circulan O 
27-28) y facilitando la regulación traduccional de la 
expresión génica, tal como se describe en el Capítulo 28. 

La adición del mRNA y sus factores asociados crea 
un complejo 485. Este complejo recorre el mRNA unido 
a partir del casquete § hasta que encuentra un codón 
AUG. El proceso de barrido (paso @ en la Fig. 27-27) 
podría estar facilitado por la RNA helicasa de elF4A y 
otro factor unido (elF4B no mostrado en la Fig. 27-27) 
cuya actividad molecular precisa se desconoce. 

Una vez se ha detectado el sitio AUG iniciador, la 
subunidad ribosómica 608 se asocia al complejo en el 
paso 6), proceso acompañado de la liberación de 
muchos de los factores de inicio. Ello requiere la activi- 
dad de elF'5 y elF5b. La proteína elF5 promueve la 
actividad GTPasa de elF2, generando un complejo elF3- 
GDP con afinidad reducida para el tRNA iniciador. La 
proteína elF5B es homóloga de la IF-2 bacteriana. 
Hidroliza el GTP unido y provoca la disociación del 
elF2-GDP y otros factores de inicio, justo antes de la 
unión de la subunidad 605. De este modo se completa la 
formación del complejo de inicio. 

Las funciones de los diversos factores de inicio bac- 
terianos y eucarióticos están resumidas en la Tabla 
27-8. Los mecanismos de acción de estas proteínas 
constituyen una importante área de investigación. 


Etapa 3: Los enlaces peptídicos se forman durante 
la fase de elongación 


La tercera fase de la síntesis de proteínas es la elonga- 
ción. De nuevo, empezamos con las células bacterianas. 
La elongación requiere (1) el complejo de inicio descri- 


de inicio 


ATIO 
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FIGURA 27-29 Primer paso de la elongación en las bacterias: unión 
del segundo aminoacil-tRNA. El segundo aminoacil-tRNA (AA,) entra 
en el sitio A del ribosoma unido a EF-Tu (mostrado como Tu), que tam- 
bién contiene GTP. La unión del segundo aminoacil-tRNA al sitio A del 
ribosoma va acompañada de la hidrólisis del GTP a GDP y P, y de la libe- 
ración del complejo EF-Tu-GDP del ribosoma. El GDP unido se libera 
cuando el complejo EF-Tu-GDP se une a EF-Ts; seguidamente se libera el 
EF-Ts cuando otra molécula de GTP se une a EF-Tu. De esta forma se 
recicla EF-Tu, que puede repetir el ciclo. La acomodación implica un 
cambio conformacional en el segundo tRNA que tira del extremo ami- 
noacilo hacia el sitio peptidil transferasa. 


to anteriormente, (2) aminoacil-tRNA, (3) un conjunto 
de tres proteínas citosólicas solubles denominadas fac- 
tores de elongación (EF-Tu, EF-Ts y EF-G en las 
bacterias) y (4) GTP. Para añadir cada residuo aminoá- 
cido son necesarios tres pasos, que se repiten tantas 
veces como residuos deban añadirse. 


Paso 1 de la elongación: Unión de un aminoacil-tRNA 
entrante En el primer paso del ciclo de elongación (Fig. 
27-29), el aminoaciltRNA entrante adecuado se fija a 
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TABLA 27-8 Factores proteicos requeridos 


para el inicio de la traducción 


en las bacterias y en las celulas 
eucarióticas 


Factor Función 
Bacterianos | 
| [F-1 Evita la unión prematura del tRNA | 
al sitio A | 
IP-2 Facilita la unión de fMet-tRNA™*a | 
la subunidad ribosómica 308 
| 1F-3 Se une a la subunidad 308; impide 


la asociación prematura de la 

subunidad 50S; mejora la 

especificidad del sitio P hacia 
| fMet-tRNA™et 


| Eucarióticos 


-elF1 Se une al sitio E de la subunidad 

| 40S; facilita la interacción entre 

| el complejo ternario elF2-+RNA- 
GTP y la subunidad 408 

Homólogo del IF-1 bacteriano; 

| impide la unión prematura de los 

| tRNA al sitio A 

| elF2 GTPasa, facilita la unión del Met- 

| tRNAM* de inicio a la subunidad 


ribosómica 405 


Primeros factores que se 
subunidad 405; facilitan 
posteriores 


Complejo formado por elF4E, elF4A | 
y elF4G | 

Actividad RNA helicasa; elimina la | 
estructura secundaria del mRNA | 
para permitir su unión a la 
subunidad 40S; parte del 
complejo elF4F 


Se une al mRNA; facilita el barrido 
del mRNA para localizar el primer 
AUG 


| elF4F Se une al casquete 5 del mRNA; 
| parte del complejo elF4F 


elF4G Se une a elF4E y a la proteína de 
unión a poli(A) (PABP); parte 
del complejo elF4F 

Promueve la disociación de otros 
factores de inicio de la subunidad 
408 como preludio de la | 
asociación de la subunidad 608 
para formar el complejo de inieio 

| 8085 

GTPasa homóloga de la bacteriana 

| IF-2; promueve la disociación de 

| factores de inicio antes de la 

| formación final del ribosoma 

“No mostrado en la Figura 27-27. 


| eIF2B*, elF3 


, elF4F 


elF4A 


elF4B 


un complejo de EF-Tu que contiene GTP. El complejo 
resultante aminoaciltRNA-EF-Tu-GTP se une a conti- 
nuación al sitio A del complejo de inicio 70S. El GTP se 
hidroliza y se libera un complejo EF-Tu-GDP del riboso- 
ma 70S. El complejo EF-Tu-GTP se regenera en un 
proceso en que participan EF-Ts y GTP. 


Paso 2 de la elongación: Formación del enlace peptídico 
Se forma ahora un enlace peptídico entre los dos ami- 
noácidos unidos mediante sus tRNA a los sitios A y P del 
ribosoma. Ello tiene lugar por transferencia del grupo 
N-formilmetionil iniciador desde su tRNA al grupo 
amino del segundo aminoácido, que se encuentra ahora 
en el sitio A (Fig. 27-30). El grupo a-amino del ami- 
noácido en el sitio A actúa de nucleófilo, desplazando el 
tRNA en el sitio P para formar el enlace peptídico. Esta 
reacción produce un dipeptidil-tRNA en el sitio A, mien- 
tras que el ahora “descargado” (desacilado) tRNAMe 
permanece unido al sitio P. A continuación, los tRNA 
adoptan un modo de unión híbrido, con elementos de 
cada uno abarcando dos sitios de unión diferentes en el 
ribosoma, tal como se muestra en la Figura 27-30. 

La actividad enzimática que cataliza la formación 
del enlace peptídico se ha conocido históricamente 
como peptidil transferasa y se suponía que era intrín- 
seca de una o más de las proteínas de la subunidad 
ribosómica grande. Ahora sabemos que esta reacción 
está catalizada por el rRNA 235, función que hay que 
añadir al repertorio catalítico conocido de los ribozimas. 
Este descubrimiento tiene interesantes implicaciones 


a (Sh a la evolución de la vida (Capítulo 26). 
WR] 
| 


KOI O ngacón: Translocación En el último paso 


del ciclo de elongación, la translocación, el ribosoma 
se desplaza un codón hacia el extremo 3 del mRNA 
(Fig. 27-31a). Este movimiento desplaza el anticodón 
del dipeptidil-tRNA, que está unido todavía al segundo 
codón del mRNA, desde el sitio A al sitio P y desplaza el 
tRNA desacilado del sitio P al sitio E, de donde el tRNA 
es liberado al citosol. El tercer codón del mRNA se 
encuentra ahora en el sitio A y el segundo codón en el 
sitio P. El movimiento del ribosoma a lo largo del mRNA 
requiere EF-G (también denominado translocasa) y la 
energía proporcionada por la hidrólisis de otra molécula 
de GTP. Un cambio en la conformación tridimensional 
global del ribosoma hace posible su movimiento a lo 
largo del mRNA. Puesto que la estructura del EF-G es 
semejante a la estructura del complejo EF-Tu/4tRNA 
(Fig. 27-31b), el EF-G puede unirse al sitio A y posible- 
mente desplazar al peptidiltRNA. 

Después de la translocación, el ribosoma, con su 
dipeptidiltRNA y mRNA unidos, se encuentra ahora 
disponible para otro ciclo de elongación y para la unión 
de un tercer residuo aminoácido. Este proceso tiene 
lugar de la misma forma que la adición del segundo 
residuo (tal como se muestra en las Figs 27-29, 27-30 y 
27-31). Por cada residuo aminoácido correctamente 
unido al polipéptido en crecimiento, se hidrolizan dos 
GTP a GDP y Pi, a medida que el ribosoma se desplaza 
de codón en codón a lo largo del mRNA hacia el extre- 
mo 3”. 

El polipéptido permanece unido al tRNA del último 
aminoácido incorporado. Esta asociación mantiene la 
conexión funcional entre la información en el mRNA y 


FIGURA 27-30 Segundo paso de la elongación en las bacterias: for- 
mación de! primer enlace peptídicó. La peptidil transferasa que cataliza 
esta reacción es ta ribozima rRNA 235. El grupo N-formilmetionilo se 
transfiere al grupo amino del segundo aminoacil-tRNA en el sitio A, for- 
mando un dipeptidil-tRNA. En este momento, ambos tRNA unidos al 
ribosoma se desplazan sobre la subunidad 505 doptar un 


Formación del enlace peptídico 
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de unión híbrido. El ¿RNA no cargado se desplaza de torma que los 
extremos 3' y 5' se encuentran er el sitio E. Análogarrente, los extremos 
3' y 5' del peptidi! tRNA se desplazan al sitio P. Los anticodones perma- 
necen en los sitios P y A. Observe la participación en esta reacción del 
grupo 2' hidroxilo de la adenosina 3' terminal como catatizador áci- 
do-base general, 


OPRSFATION 


su producto polipeptídico. Al mismo tiempo, el enlace 
éster entre este tRNA y el extremo carboxilo del poli- 
péptido en crecimiento activa el grupo carboxilo-termi- 
nal para el ataque nucleofítico por el aminoácido entran- 
te para formar un nuevo enlace peptídico (Fig. 27-30). 
Aunque se rompe el enlace éster entre el polipéptido y 
el tRNA durante la formación del enlace peptídico, el 
vínculo entre el polipéptido y la información del mRNA 
se mantiene porque cada nuevo aminoácido añadido se 
encuentra aún unido a su tRNA. 

El ciclo de elongación en los eucariotas es muy 
similar al de las bacterias. Tres factores de elongación 
eucarióticos (eEFla, eEF1Py y eEF2) tienen funciones 
análogas a las de los factores de elongación bacterianos 
(EF-Tu, EF-Ts y EF-G, respectivamente). Cuando una 
nueva aminoacil tRNA se une al sitio A, una interacción 
alostérica conduce a la eyección del tRNA sin carga 
desde el sitio E. 


La corrección de pruebas en el ribosoma La actividad 
GTPasa del EF-Tu durante el primer paso de la elon- 
gación en las células bacterianas (Fig. 27-29) contri- 
buye de forma sustancial a la velocidad y fidelidad del 
proceso biosintético en su conjunto. Tanto el complejo 
EF-Tu-GTP como el complejo EF-Tu-GDP tienen un 
tiempo de vida de unos pocos milisegundos antes de 
disociarse. Estos dos intervalos proporcionan una 
oportunidad para verificar las interacciones codón-an- 
ticodón. Los aminoacil-tRNA incorrectos normalmen- 
te se disocian del sitio A durante uno de estos perío- 
dos. Si en lugar de GTP se usa el análogo 5'-O-(3-tio- 


trifosfato) (GTP7S), la hidrólisis se hace más lenta y 
mejora la fidelidad (al aumentar los períodos de 
corrección) a expensas de reducir la velocidad de la 
síntesis proteica. 


Guanosina 5'-O-(tiotrifostato 
(GTPy5) 


El proceso de la síntesis de proteínas (incluidas las 
características del apareamiento codón-anticodón ya 
descritas) se ha optimizado claramente a lo largo de la 
evolución para equilibrar los requerimientos de veloci- 
dad y fidelidad. Una mejora en la fidelidad podría dismi- 
nuir la velocidad, mientras que el aumento en la veloci- 
dad probablemente sacrificaría la fidelidad. Obsérvese 
que el mecanismo de corrección del ribosoma solamen- 
te revisa que se haya producido el apareamiento 
codón-anticodón correcto. La identidad de los aminoá- 
cidos unidos a los tRNA no es revisada en el ribosoma. 
Si un tRNA está aminoacilado con un aminoácido inco- 
rrecto (tal como puede hacerse experimentalmente), 
este aminoácido incorrecto será incorporado eficiente- 
mente a la proteína, de acuerdo con el codón normal- 
mente reconocido por el tRNA. 
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Etapa 4: La terminación de la síntesis de polipéptidos 
requiere una señal específica 


La elongación continúa hasta que el ribosoma añade el 
último aminoácido codificado por el mRNA. La termina- 
ción, cuarta fase de la síntesis de polipéptidos, está 


Hidrólisis 
de GTP P 


señalada por la presencia de uno de los tres codones de 
terminación del mRNA (UAA, UAG, UGA), situado 
inmediatamente después del codón del último aminoáci- 
do codificado. Las mutaciones en un anticodón del tRNA 
que provocan la inserción de un aminoácido en un codón 
de terminación son generalmente deletéreas para la 
célula (Recuadro 27-3). En las bacterias, cuando un 
codón de terminación ocupa el sitio A, tres factores de 
terminación o factores de liberación, las proteínas 
RF-1, RF-2 y RF-3, contribuyen a (1) la hidrólisis del 
enlace peptidil-tRNA terminal; (2) la liberación del poli- 
péptido y del último tRNA, ya descargado, del sitio P y 
(3) la disociación del ribosoma 70S en sus subunidades 
308 y 508, de nuevo disponibles para iniciar un nuevo 
ciclo de síntesis proteica (Fig. 27-32). El RF-1 recono- 
ce los codones de terminación UAG y UAA y el RF-2 
reconoce UGA y UAA. Tanto RF-1 como RF-2 (según 
qué codón esté presente) se unen a un codón de termi- 
nación y hacen que la peptidil transferasa transfiera la 
cadena polipeptídica en crecimiento a una molécula de 
agua en lugar de a otro aminoácido. Estos factores de 
liberación poseen dominios que aparentemente mimeti- 
zan la estructura del tRNA, tal como se muestra para el 
factor de elongación EF-G en la Figura 27-31b. No se ha 
establecido con claridad la función específica del RF-3, 
aunque se supone que libera la subunidad ribosómica. 
En los eucariotas, un solo factor de liberación, denomi- 
nado eRF, reconoce los tres codones de terminación. 

El reciclaje de los ribosomas está asociado a la diso- 
ciación de los componentes de la traducción. Los facto- 


de liberación se disocian de complejo post-termina- 
O? TeóHnORERNA no cargado en el sitio P) y son 


FIGURA 27-31 Tercer paso de la elongación en las bacterias: translo- 
cación. (a) E! ribosoma se traslada un codón hacia el extremo 3' del 
mRNA, utilizando la energía proporcionada por la hidrólisis del GTP 
unido a EF-G (translocasa). El dipeptidil-tRNA se encuentra ahora ente- 
ramente en el sitio P, dejando el sitio A libre para el arminoacil-tRNA 
entrante (el tercero), El tRNA descargado se disocia posteriormente del 
sitio E y el ciclo de elongación empieza de nuevo. (b) La estructura del 
EF-G es semejante a la estructura del EF-Tu unido al tRNA. y (derecha) 
EF-G unido a . La parte carboxilo-terminal del EF-G es semejante a la 
estructura del lazo del anticodón, tanto en forma como en distribución 
de carga. [ Fuentes: (b) (izquierda) PBD 1D 1823, P.Nissen et al., Struc- 
ture 7; 143, 1999; (derecha) PDB !D IDAR, S. al-Karadaghi et al., Struc- 
ture 4; 555, 1996. ] 


EF-Tu 


EF-G 


(b) 


reemplazados por EF-G y una proteína denominada 
factor de reciclaje de ribosomas (RRF; M_ 20.300). La 
hidrólisis de GTP por EF-G provoca la disociación de la 
subunidad 50S del complejo 30S tRNA-mRNA. EGF y 
RRF son reemplazados por IF-3, que promueve la diso- 
ciación del tRNA. El mRNA se disocia a continuación. El 
complejo IF-3 y la subunidad 308 están entonces en 
disposición de iniciar otra ronda de síntesis proteica 


(Fig. 27-25). 


Rescate de ribosomas Los ribosomas pueden pararse 
durante la biosíntesis de proteínas, especialmente mien- 
tras traducen un mRNA que está dañado o incompleto. 
Cuando el ribosoma encuentra el final de un mRNA 
antes de encontrar un codón de paro, el paso de trans- 
locación mantiene la formación de un “complejo no-pa- 
rada” en el cual el sitio A no tiene mRNA que puede 
interactuar con un tRNA cargado, El complejo no-para- 
da no puede ser reciclado por los factores normales de 
terminación. En su lugar, el ribosoma es rescatado por 
un proceso llamado trans-translación (Fig. 27-33). 
Practicamente en todas las bacterias, el sistema de res- 
cate consiste en un RNA llamado RNA mensajero de 
transferencia (tmRNA) y una diminuta proteína, peque- 
ña proteína B (SmpB). Esta se une al complejo parado 
en el cual el tmRNA es posicionado en el lugar vacío A, 
por lo tanto, el ribosoma puede continuar la traducción 
hasta que se encuentra un codón de paro unido al 
tmRNA. Entonces el ribosoma es reciclado, y tanto el 


mRNA defectuoso como el polipéptido traducido son 
degradados. Existen sistemas similare eucario 
PU STATION" 


Coste energético de la fidelidad de la sí 
síntesis de una proteína que represente fielmente la 
información especificada por su mRNA requiere ener- 
gía. La formación de cada aminoacil-tRNA utiliza dos 
grupos fosfato de alta energía. Se consume un ATP 
adicional cada vez que un aminoácido activado de 
manera incorrecta es hidrolizado por la actividad des- 
acilante de una aminoacil-tRNA sintetasa, como parte 
de su actividad correctora de pruebas. Durante el pri- 
mer paso de la elongación se escinde una molécula de 
GTP en GDP y P y otra durante la translocación. Por 
tanto, de promedio, para la formación de cada uno de 
los enlaces peptídicos de un polipéptido se requieren 
más de cuatro NTP que se hidrolizan a NDP. 

Esto representa un “impulso” termodinámico suma- 
mente grande en la dirección de la síntesis: se requieren 
al menos 4 x 30,5 kJ/mol = 122 kJ/mol de energía de 
enlace fosfodiéster para generar un enlace peptídico, 
que tiene una energía libre estándar de hidrólisis de sólo 


FIGURA 27-32 Terminación de la síntesis de proteínas en las bacte- 
rias. La terminación tiene lugar en respuesta a un codón de terminación 
en el sitio A. En primer lugar, un factor de liberación, RF, se une al sitio A 
(RF-1 o RF-2 según qué codón de terminación esté presente). A conti- 
nuación, se produce la hidrólisis del enlace éster entre el polipéptido en 
crecimiento y el tRNA en el sitio P y se libera el polipéptido terminado, 
Finalmente el mRNA, el tRNA desacilado y el factor de liberación aban- 
donan el ribosoma, el cual se disocia en sus subunidades 305 y 505, 
ayudado por el factor de reciclaje ribosómico (RRF), ¡F-3 y la energía es 
suministrada por la hidrólisis de GTP mediada por EF-G. El complejo de 
la subunidad 305 con 1F-3 está listo para empezar un nuevo ciclo de tra- 
ducción (véase la Fig. 27-25). 
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unos -21 kJ/mol. El cambio neto de energía libre en la 
síntesis del enlace peptídico es, por tanto, de -101 kJ/ 
mol. Las proteínas son polímeros que contienen infor- 
mación. El objetivo bioquímico no es simplemente la 
formación de un enlace peptídico, sino la formación de 
un enlace peptídico entre dos aminoácidos específicos. 
Cada uno de los compuestos fosfato de alta energía gas- 
tados en este proceso juega un papel determinante en 
el mantenimiento del alineamiento correcto entre cada 
nuevo codón del mRNA y su correspondiente aminoáci- 
do codificado en el extremo en crecimiento del polipép- 
tido. Esta energía hace posible una gran fidelidad en la 
traducción biológica del mensaje genético del mRNA a 
la secuencia de aminoácidos de las proteínas. : 


Traducción rápida de un mensaje individual por los poli- 
somas Se pueden aislar grandes agrupamientos de 10 a 
100 ribosomas, muy activos en la síntesis proteica, 


de liberación 


3 
es del enlace 
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RECUADRO 27-3 


Cuando una mutación introduce un codón de termina- 
ción en el interior de un gen, la traducción se detiene 
prematuramente y la cadena polipeptídica incompleta 
es a menudo inactiva. Tales mutaciones se denominan 
mutaciones sin sentido. La función normal del gen 
puede ser restablecida si una segunda mutación (1) 
convierte el codón de terminación mal colocado en un 
codón que especifique un aminoácido o (2) suprime 
los efectos del codón de terminación. La segunda clase 
de mutaciones restauradoras se denomina supreso- 
res sin sentido; generalmente se trata de mutaciones 
en los genes del tRNA que producen tRNA alterados 
(supresores) que pueden reconocer el codón de ter- 
minación insertando un aminoácido en esta posición. 


La mayoría de los tRNA supresores tienen sustitucio- 
nes de una sola base en sus anticodones. 
Los tRNA supresores constituyen una variación 


— n i R R a A R, A a 5 a a aa a S S 


inducida experimentalmente del código genético para 
permitir ia lectura de codones que normalmente son 
de terminación, similar a las variaciones naturales del 
código descritas en el Recuadro 27-1. La supresión de 


|| mutaciones sin sentido no destruye completamente la 


| transferencia de información en la célula, porque nor- 
| malmente en las células hay varias copias de cada gen 
| de tRNA; algunos de estos genes duplicados se expre- 
| san débilmente y sólo son responsables de una peque- 
| ña parte del tRNA disponible en la célula. Las muta- 
¡ciones supresoras afectan normalmente a ¿E espe- 
cies de tRNA “minoritarias”, dejando q (GÉN 
mayoritario lea su codón normalmente. 


tanto de las células eucarióticas como de las bacteria- 
nas. Las micrografías electrónicas muestran una fibra 
entre los ribosomas adyacentes del agrupamiento, 
denominado polisoma (Fig. 27-34a). La hebra conec- 
tora es una molécula única de mRNA que es traducida 
simultáneamente por muchos ribosomas próximos 
unos a otros lo que permite una utilización muy eficien- 
te del mRNA. 

En las bacterias, la transcripción y la traducción 
están estrechamente acopladas. Los RNA mensajeros se 
sintetizan y se traducen en la misma dirección 5—3. 
Los ribosomas empiezan a traducir el extremo 5' del 
mRNA antes de que se haya completado la transcrip- 
ción (Fig. 27-33b). La situación es completamente dife- 
rente en las células eucarióticas, en donde los mRNA 
recién transcritos han de ser transferidos fuera del 
núcleo antes de que puedan ser traducidos. 

Los mRNA bacterianos generalmente tienen una 
existencia de sólo unos pocos minutos antes de ser 
degradados por nucleasas. Para mantener elevadas 
tasas de síntesis de proteínas, el mRNA de una proteína 
determinada, o de un conjunto de proteínas, tiene que 
producirse continuamente y ser traducido con la máxi- 
ma eficiencia. La corta vida de los mRNA en las bacte- 
rias permite que la síntesis de una proteína cese rápi- 
damente cuando ya no es necesaria para la célula. 


Variación inducida en el código genético: Supre: 


Por ejemplo, en E. coli hay tres genes idénticos 
para el tRNA*, que producen un tRNA con el antico- 
dón (5)GUA. Uno de ellos se expresa en niveles 
relativamente elevados y, por tanto, representa la 
especie de tRNA™ mayoritaria; los otros dos genes se 
transcriben solamente en pequeñas cantidades. Un 
cambio en el anticodón del tRNA de uno de estos 
genes duplicados de tRNA?", de (5)GUA a (55)CUA, 
produce una especie de tRNA”Y minoritaria que 
insertará tirosina en los codones de terminación 
UAG. Esta inserción de tirosina en UAG es ineficien- 
te, pero puede hacer posible la producción de sufi- 
ciente proteína de la longitud adecuada a partir de un 
gen con una mutación sin sentido, que permita la 
vida de la célula. El tRNA*Y mayoritario continúa 
traduciendo el código genético normalmente para la 
mayoría de proteínas. 

La mutación que conduce a la creación de un 
ERNA supresor no ocurre siempre en el anticodón. La 
supresión de los codones UGA sin sentido implica 
generalmente al tRNA™, que normalmente reconoce 
UGG. La alteración que le permite leer UGA (e inser- 
tar residuos de Trp en estas posiciones) es un cambio 
G — A en la posición 24 (en un brazo del tRNA algo 
separado del anticodón). Este tRNA puede ahora | 
reconocer tanto UGG como UGA. Un cambio similar 
se encuentra en los tRNA que intervienen en la varia- 

ión natural más común del código genético (UGA = 

GEA) Necuadro 27-1). 


Etapa 5: Plegamiento y modificación de las cadenas 
polipeptídicas recién sintetizadas 

En la última fase de la síntesis de proteínas, la cadena 
polipeptídica naciente se pliega y se modifica para 
adquirir su forma biológicamente activa. Durante o des- 
pués de su síntesis, la cadena polipeptídica adopta pro- 
gresivamente su conformación nativa, con la formación 
de los puentes de hidrógeno y las interacciones de van 
der Waals, iónicas e hidrofóbicas apropiadas. Las proteí- 
nas chaperonas (Capítulo 4) juegan un papel importan- 
te en el plegamiento correcto de las células. . Algunas 
proteínas recién sintetizadas, tanto bacterianas como 
de arqueas o eucarióticas, no adquieren su conforma- 
ción biológicamente activa definitiva hasta que han sido 
modificadas por una o más reacciones, denominadas 
modificaciones postraducción. 


Modificaciones amino-terminales y carboxilo-terminales 
El primer residuo insertado en todos los polipéptidos es 
N-formilmetionina (en las bacterias) o metionina (en 
los eucariotas). Sin embargo, el grupo formilo, el resi- 
duo Met amino-terminal y, a menudo, otros residuos 
amino-terminales (y, en algunos casos, carboxilo-termi- 
nales) pueden ser eliminados enzimáticamente en la 
elaboración de la proteína funcional final. En hasta el 
50% de las proteínas eucarióticas, el grupo amino del 
residuo amino-terminal es M-acetilado después de la 
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El codón de paro en el tmRNA permite 
la terminación normal y el reciclado 
del ribosoma. 
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Degradación por las proteasas celulares 


FIGURA 27-33 Rescate de ribosomas bacterianos estancados por el 
tmRNA., En las bacterias, el tmRNA rescata los ribosomas estancados 
imitando tanto el tRNA como el mRNA, La vía que se realiza en varios 
pasos permite la liberación y degradación del mRNA dañado y marca ios 
segmentos polipeptídicos para la degradación. 


traducción. Los residuos carboxilo-terminales también 
son, a veces, modificados. 


Pérdida de secuencias señal Como veremos en la Sec- 
ción 27.3, los 15 a 30 residuos en el extremo amino-ter- 
munal de algunas proteínas juegan un papel en dirigir la 
proteína a su destino final en la célula. Estas secuen- 
cias señal son finalinente eliminadas mediante pepti- 
dasas específicas. 


Copa 
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FIGURA 27-34 Acoplamiento de la transcripción y la traducción en 
las bacterias. (a) Micrografía electrónica de polisomas formándose 
durante la transcripción de un segmento de DNA de £. coli. Cada MRNA 
se traduce simultáneamente por muchos ribosomas. Las cadenas poli- 
peptídicas nacientes que se forman en los ribosomas son dificiles de ver 


TRAMs de preparación utilizadas para preparar las muestras 
n estas micrografías. La flecha señala el principio aproxi- 


mado del gen que se está transcribiendo. (b) Cada mRNA es traducido 
por tos ribosomas cuando todavía está siendo transcrito a partir del 
DMA por la RNA polimerasa. Ello es posible porque el mRNA en las bac- 
terias no ha de ser transportado desde el núcieo al citoplasma antes de 
encontrarse con los ribosomas. En este diagrama esquemático los ribo- 
somas están representados con un tamaño menor que la RNA polime- 
rasa. En realidad, los ribosomas (M_ 2,7 x 10%) son un orden de magnitud 
mayores que la RNA polimerasa (M, 3,9 x 105), [Fuente: (a) O.L Miller, 
Jret al. Science 169;392, 1970 Fig 3 O 1970 American Association for 
the Advancement of Science.) 


Modificación de aminoácidos concretos Los grupos 
hidroxilo de ciertos residuos Ser, Thr y Tyr de algunas 
proteínas son fosforilados enzimáticamente por ATP 
(Fig. 27-354); los grupos fosfato añaden cargas negati- 
vas a estos polipéptidos. El significado funcional de esta 
modificación depende de la proteína. Por ejemplo, la 
caseína de la leche tiene muchos grupos fosfoserina que 
fijan Ca”. El calcio, el fosfato y los aminoácidos son 
todos ellos nutrientes esenciales para los lactantes; así 
pues, la caseína proporciona eficientemente tres 
nutrientes esenciales. Como hemos visto en numerosas 
ocasiones, los ciclos de fosforilación-desfosforilación 
regulan la actividad de muchos enzimas y proteínas 
reguladoras. 

Se pueden añadir grupos carboxilo adicionales a los 
residuos de Glu de algunas proteínas. Por ejemplo, la 
protrombina, proteína de la coagulación de la sangre, 
contiene varios residuos de y-carboxiglutamato (Fig. 
27-35b) en su región amino-terminal, introducidos por 
un enzima que requiere vitamina K, Estos grupos car- 
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FIGURA 27-35 Algunos residuos aminoácidos modificados. (a) Ami- 
noácidos fosforilados. (b) Un aminoácido carboxilado, (c) Algunos ami- 
noácidos metilados. 


Vo 
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boxilo fijan Ca”, que es necesario para iniciar el meca- 
nismo de coagulación. 

Se encuentran residuos de monometil- y de dime- 
til-lisina (Fig. 27-35c) en algunas proteínas musculares 
y en el citocromo c. La calmodulina de la mayoría de 
organismos contiene un residuo trimetil-lisina en una 
posición específica, En otras proteínas, la metilación de 
los grupos carboxilo de algunos residuos Glu elimina su 
carga negativa. 


Unión de cadenas laterales de glúcidos Las cadenas late- 
rales de glúcidos de las glucoproteínas se unen covalen- 
temente durante o después de la síntesis del polipépti- 
do. En algunas glucoproteínas, la cadena lateral de glú- 
cido se une enzimáticamente a residuos Asn (oligosa- 
cáridos unidos por enlace N), en otras a residuos Ser o 
Thr (oligosacáridos unido por enlace O) (véase la Fig. 
7-30). Muchas proteínas que funcionan extracelular- 
mente, al igual que los proteoglucanos lubricantes que 
revisten las membranas mucosas, contienen cadenas 
laterales de oligosacáridos (véase la Fig. 7-28). 


Adición de grupos isoprenilo Diversas proteínas eucarió- 
ticas están modificadas con grupos derivados del iso- 
preno (grupos isoprenilo). Se forma un enlace tioéter 
entre el grupo isoprenilo y un residuo Cys de la proteína 
(véase la Fig. 11-13). Los grupos isoprenilo proceden de 
intermedios pirofosforilados de la ruta biosintética del 
colesterol (véase la Fig. 21-35), tales como el farnesil 
pirofosfato (Fig. 27-36). Entre las proteínas modifica- 
das de esta forma se cuentan las proteínas Ras (proteí- 
qe ael ), productos de los oncogenes y pro- 
o-oncogenes ras así como las proteínas G (ambas dis- 
cutidas en el Capítulo 12) y las laminas, que se encuen- 
tran en la matriz nuclear. El grupo isoprenilo sirve para 
anclar la proteína en una membrana. La actividad 
transformante (carcinogénica) del oncogén ras se pier- 
de cuando se bloquea la isoprenilación de la proteína 
Ras, hecho que ha estimulado la búsqueda de inhibido- 
res de esta ruta de modificación postraducción para su 
utilización en la quimioterapia del cáncer. 


Adición de grupos prostéticos Muchas proteínas requie- 
ren para su actividad grupos prostéticos unidos cova- 
lentemente. Dos ejemplos son la molécula de biotina de 
la acetil-CoA carboxiliasa y el grupo hemo de la hemog- 
lobina o del citocrorno c. 


Farnesil pirofostato 
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FIGURA 27-36 Farnesilación de un residuo Cys. El enlace tioéter se 


muestra en rojo. La proteína Ras es el producto del oncogén ras 


Citoplasma 


% o Opa 


| Ribosomas aislados y asociados a mRNAs 


MRNA 


Ribosoma” ~ —> Los péptidos empiezan 


a sintetizarse 


Degradación de mRNA no protegido por la 
RNasa 


© © 


Destrucción de la RNasa y de los 
fragmentos aislados de RNA 


HA Segmentos de MRNA protegidos 
por Ribosoma 


Hacer ADN dúplex a partir de fragmentos 
transcriptasa inversa de ARN 


AV AY Duplex DNA 


Una secuenciación intensa de DNA revela que los segmentos 
de mRNA experimentan traducción. 


ino | 


FIGURA 27-37 Perfil Ribosomal. Esta técnica utiliza los nuevos méto- 
dos de secuenciación de DNA para determinar los mRNAs en una célula 


de RNA que están protegidos son separados de los ribosomas y conver- 


tidos por la transcriptasa inversa en DNA, y el DNA es sometido a una 
secuenciación intensa. 


Modificación proteolítica Muchas proteínas se sintetizan 
inicialmente como grandes polipéptidos precursores 
inactivos, que son recortados proteolíticamente para 
dar sus formas activas, más pequeñas. Algunos ejemplos 
son la insulina, algunas proteínas víricas y proteasas 
tales como el quimotripsinógeno y el tripsinógeno 
(véase la Fig. 6-39), 


Formación de puentes disulfuro Algunas proteínas, des- 
pués de plegarse en su conformación nativa, forman 
puentes disulfuro inter- o intracatenarios entre residuos 
Cys. Los puentes disulfuro son comunes en las proteí- 
nas eucarióticas destinadas a la exportación. Los entre- 
cruzamientos formados de este modo ayudan a proteger 
la conformación nativa de la molécula de proteína de la 
desnaturalización en el medio extracelular, que puede 
diferir significativamente de las condiciones intracelula- 
res y que es, generalmente, oxidante. 


El perfil ribosoma! proporciona una instantánea 
de la traducción celular 


Los nuevos métodos de secuenciación del DNA pueden 
ser aplicados en varias vías y permiten a los investigado- 
res estudiar las vías de información. Una de las aplica- 
ciones, llamada perfil ribosomal, identifica las secuen- 
cias de mRNA que empiezan a ser traducidas en un 
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determinado momento en la célula. (Fig. 27-37). Los 
investigadores cultivan las células o los tejidos y rápida- 
mente aíslan los ribosomas con su unión al mRNAs. Las 
ribonucleasas se utilizan para eliminar cualquier RNA 
que no esté unido a los ribosomas y el RNA unido y 
protegido por los ribosomas es aislado. Este RNA se 
convierte en DNA por la trancriptasa inversa ( ver capí- 
tulo 26), por lo tanto sujeta a una secuenciación profun- 
da ( p. 310) . No solo las secuencias resultantes revelan 
las partes de genes que están siendo traducidos en un 
momento determinado, sino que el número relativo de 
lecturas de cada segmento que está siendo traducido. 
Por ejemplo, las ocho diferentes subunidades de la FF 
ATPasa bacteriana(Ver Fig 19-25) son codificadas en un 
operón simple y traducido de un simple, policistrónico 
mRNA. Podemos asumir, entonces, que todas las subu- 
nidades de proteínas, traducidas desde su mRNA, 
podrían ser sintetizadas en niveles semejantes. Pero las 
subunidades no están presentes en igual número en el 
complejo final; la F F, ATPasa bacteriana tiene 10 subu- 
nidades c, 3 de subunidades a y $, y 1 o 2 de otras 
unidades. El perfil ribosomal muestra que ocho genes 
dentro del mRNA son traducidos en el ratio 
1:1:1:1:2:3:3:10. La traducción de genes individuales es 
para traducir las cantidades de cada subunidad que 
corresponde precisamente a los ratios de subunidades 
en el complejo final. Resultados similares se han obteni- 
do en distintos complejos de proteínas macromolecula- 
res en diversos organismos. 


ntesis de proteínas es inhibida por muchos 
s y toxinas 


La síntesis de proteínas es una función central en la fisio- 
logía celular y es una de las principales dianas de muchos 
antibióticos y toxinas naturales. Excepto en los casos 
especificados, estos antibióticos inhiben la síntesis de 
proteínas en las bacterias. Las diferencias entre la sínte- 
sis de proteínas bacteriana y eucariótica aunque sutiles 
son suficientes para que la mayoría de estos compuestos 
sean relativamente inocuos para las células eucarióticas. 
La selección natural ha favorecido la evolución de com- 
puestos que explotan estas pequeñas diferencias para 
actuar selectivamente sobre los sistemas bacterianos de 
tal modo que estas armas bioquímicas son sintetizadas 
por algunos microorganismos y son extremadamente 
tóxicas para otros. Los antibióticos son herramientas 
muy valiosas en el estudio de la síntesis de proteínas, 
pues casi cada paso de la síntesis de proteínas puede ser 
inhibido específicamente por uno u otro antibiótico. 

Uno de los antibióticos inhibidores mejor conocidos 
es la puromicina, producido por el hongo Streptomy- 
ces alboniger. Su estructura, muy similar al extremo 3” 
de un aminoacil-tRNA, le permite fijarse al sitio A del 
ribosoma y participar en la formación del enlace peptídi- 
co, produciendo peptidil-puromicina (Fig. 27-38), Sin 
embargo, puesto que la puromicina se parece solamente 
al extremo 3" del tRNA, no participa en la translocación 
y se disocia del ribosoma poco después de haberse unido 
al extremo carboxilo del péptido, con lo cual termina 
prematuramente la síntesis del polipéptido. l 

Las tetraciclinas inhiben la síntesis de proteínas 
en las bacterias al bloquear el sitio A del ribosoma, impi- 
diendo así la unión de los aminoacil-tRNA. El eloranfe- 
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nicol inhibe la síntesis de proteínas por los ribosomas 
bacterianos (y también en los mitocondriales y de los 
cloroplastos) al bloquear la transferencia de peptidilo, 
pero sin afectar la síntesis proteica citosólica en los 
eucariotas. Por el contrario, la cicloheximida bloquea 
la peptidil transferasa de los ribosomas 80S eucarióti- 
cos, pero no la de los 70S bacterianos (y tampoco la de 
los ribosomas de cloroplastos y mitocondrias). La 
estreptomicina, un trisacárido básico, provoca una 
lectura incorrecta del código genético en las bacterias a 
concentraciones relativamente bajas e inhibe el inicio a 
concentraciones más elevadas. 
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Otros inhibidores de la síntesis de proteínas son 
destacables por su toxicidad para el hombre y otros 
mamíferos. La toxina diftérica (M_ 58.330) cataliza la 
ADP-ribosilación de un residuo de diftamida (una histi- 
dina modificada) del factor de elongación eucariótico 
eEF2, inactivándolo. La ricina (M_ 29.895), una proteí- 
na extremadamente tóxica obtenida del ricino, inactiva 
la subunidad 60S de los ribosomas eucarióticos al des- 
purinar una adenosina específica del rRNA 235. La 
ricina se utilizó en el asesinato del periodista de la BBC, 
y disidente búlgaro, Georgi Markov, presumiblemente 
por la policía secreta búlgara. Utilizando una jeringa 
escondida en el extremo de un paraguas, un miembro 
de la policía secreta inyectó a Markov en la pierna una 
dosis de ricina. Murió a los cuatro días. 


Peptidil RNA 
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FIGURA 27-38 Terminación prematura de la formación de enlaces 
peptídicos por la puromicina. El antibiótico puromicina se parece al 
extremo aminoacito de un tRNA cargado, pudiendo fijarse a! sitio A del 
ribosoma y participar en la formación de un enlace peptídico. El pro- 
ducto de esta reacción, peptidil puromicina, en lugar de ser translocado 
al sitio P, se disocia del ribosoma, provocando la terminación prematura 
de la cadena. 


RESUMEN 27.2 Síntesis de proteínas 


E La síntesis de proteínas tiene lugar en los ribosomas, 
que están formados por proteína y rRNA. Las bacterias 
tienen ribosomas 705, con una subunidad grande (508) y 
una pequeña (305). Los ribosomas eucarióticos son signi- 
ficativamente mayores (80S) y contienen más proteínas. 


E Los RNA de transferencia tienen de 73 a 93 residuos 
nucleóticos, algunos con las bases modificadas. Cada 
tRNA tiene un brazo del aminoácido con la secuencia 
terminal CCA(3 con la cual se esterifica un aminoáci- 
do, un brazo del anticodón, un brazo TyC y un brazo D; 
algunos tRNA tienen un quinto brazo. El anticodón es 
responsable de la especificidad de la interacción entre 
el aminoaciltRNA y el codón complementario en el 
mRNA. 
Mi El crecimiento de los polipéptidos en los ribosomas 
empieza con el aminoácido amino-terminal y avanza por 
adición sucesiva de nuevos residuos al extremo carboxi- 
lo-terminal. 
E La síntesis proteica tiene lugar en cinco fases. 
1. Los aminoácidos se activan en el citosol por ami- 
noaciltRNA sintetasas. Estos enzimas catalizan la 
formación de aminoaciltRNA, asociada a la hidróli- 
sis del ATP a AMP y PPi. La fidelidad de la síntesis 
proteica depende de la precisión de esta reacción y 
algunos de estos enzimas son capaces de realizar 
corrección de pruebas en sitios activos indepen- 
dientes. 
2. En las bacterias, el aminoaciltRNA iniciador de 
todas las proteínas es el N-formilmetionil-t+RNAM+* 
El inicio de la síntesis proteica comporta la forma- 
ción de un complejo entre la subunidad ribosómica 
305, MRNA, GTP, fMet-tRNA™*t, tres factores de 
inicio y la subunidad 508; el GTP se hidroliza a GDP 
yP. 
3. En las etapas de elongación se necesitan GT 
factores de elongación para la 
cil-tRNA entrante al sitio A del ri 
mera reacción de transferencia de peptidilo, e 
residuo fMet se transfiere al grupo amino del ami- 
noacil-tRNA entrante. A continuación, el movimien- 
to del ribosoma a lo largo del mRNA transloca el 
dipeptidiliRNA del sitio A al sitio P en un proceso 
que requiere hidrólisis de GTP. Los tRNA desacila- 
dos se disocian del sitio E del ribosoma. 
4. Después de muchos ciclos de elongación seme- 
jantes, la síntesis del polipéptido termina con la 
ayuda de factores de liberación. Se necesitan al 
menos cuatro equivalentes de fosfato de alta ener- 
gía (procedentes del ATP y el GTP) para formar 
cada enlace peptídico, inversión energética necesa- 
ria para garantizar la fidelidad de la traducción. 
5. Los polipéptidos se pliegan en sus formas activas 
tridimensionales. Muchas proteínas son modificadas 
ulteriormente mediante reacciones postraducción. 
© El perfil ribosomal permite a los investigadores a 
determinar que secuencias gémicas han sido traducidas 
en un momento determinado. 
E Muchos antibióticos y toxinas bien estudiados inhi- 
ben algún aspecto de la síntesis proteica. 


27.3 Destino y degradación 
de las proteínas 


La célula eucariótica consta de muchas estructuras, 
compartimientos y orgánulos con funciones específicas 
que requieren conjuntos distintos de proteínas y enzi- 
mas. Estas proteínas (con excepción de las producidas 
en las mitocondrias y los plastidios) se sintetizan en los 
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ribosomas del citosol, ¿cómo, pues, alcanzan sus desti- 
nos celulares finales? 

Estamos empezando a comprender este complejo y 
fascinante fenómeno. Las proteínas destinadas a la 
secreción, la integración en la membrana plasmática o la 
integración en los lisosomas comparten, generalmente, 
los primeros pasos de una ruta de transporte que 
empieza en el retículo endoplasmático. Las proteínas 
destinadas a las mitocondrias, cloroplastos o núcleo 
utilizan tres inecanismos distintos, mientras que las 
proteínas destinadas al citosol permanecen en el lugar 
donde han sido sintetizadas. 

El elemento más importante en muchas de estas 
rutas de destino es una corta secuencia de aminoácidos 
denominada secuencia señal, cuya función fue postu- 
lada por primera vez por Günter Blobel y colaboradores 
en 1970. La secuencia señal 
dirige la proteína hacia su 
localización apropiada en la 
célula y, a menudo, se elimina 
durante el transporte o des- 
pués de que la proteína haya 
alcanzado su destino final. En 
las proteínas destinadas a las 
mitocondrias, los cloroplastos 
o el RE, la secuencia señal se 
encuentra en el extremo ami- 
no-terminal del polipéptido 
recién sintetizado. En muchos 
casos, se ha podido confirmar 
la capacidad de direcciona- 
miento de ciertas secuencias 


Günter Blobel 
(Fuente: Cortesia de Günter 
Blobe!, The Rockefeller 


MON fusionando la secuencia señal de una proteína 


con una segunda proteína; la señal dirige la segunda 
proteína a la localización donde normalmente se 
encuentra la primera proteína. La degradación selecti- 
va de las proteínas que ya no se necesitan en la célula 
también depende en gran medida de un conjunto de 
señales moleculares integradas en la estructura de 
cada proteína. 

La sección final de este capítulo esta dedicada a los 
procesos de destino y degradación, con especial énfasis 
en las señales y en la regulación molecular que se 
encuentran en la base de estos procesos tan cruciales 
para el metabolismo celular. Salvo indicación contraria, 
nos centraremos en las células eucarióticas. 


La modificación postraducción de muchas proteínas 
eucarióticas empieza en el retículo endoplasmático 


El sistema de direccionamiento posiblemente mejor 
caracterizado empieza en el RE. La mayoría de proteí- 
nas lisosómicas, de membrana o secretadas tienen una 
secuencia amino-terminal que las marca para su trans- 
locación a la luz del RE (Fig. 27-39); se han identifica- 
do centenares de estas secuencias señal. El extremo 
carboxilo de la secuencia señal está definido por un sitio 
de corte de una proteasa que elimina la secuencia señal 
una vez la proteína ha sido importada al RE. Las secuen- 
cias señal tienen longitudes que varían entre 13 y 36 
aminoácidos, pero todas tienen en común las siguientes 
características: (1) entre 10 y 15 aminoácidos hidrofó- 
bicos, (2) uno o más residuos cargados positivamente, 
normalmente cerca del extremo amino-terminal y por 
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delante de la secuencia hidrofóbica y (3) una secuencia 
corta en el extremo carboxilo (cerca del sitio de corte) 
que es relativamente polar, con aminoácidos de cadena 
corta (especialmente Ala) en las posiciones más cerca- 
nas al sitio de corte. 

Tal como demostró originalmente George Palade, 
las proteínas que tienen estas secuencias señal se sinte- 
tizan en ribosomas unidos al RE. La propia secuencia 
señal dirige el ribosoma al RE ayuda a dirigir el riboso- 
ma al RE, tal como ilustran los pasos del Q) al @ de la 
Figura 27-40. O) La ruta de direccionamiento empieza 
con el inicio de la síntesis proteica en ribosomas libres. 
O La secuencia señal aparece 
pronto en el proceso de sínte- 
sis, ya que se encuentra en el 
extremo amino-terminal, que, 
tal como hemos visto, se sinte- 
tiza primero. @ A medida que 
emerge del ribosoma, la secuen- 
cia señal -y el propio riboso- 
ma-—, se unen a una gran partí- 
cula de reconocimiento de 
la señal (SRP); a continua- 
ción la SRP une GTP y detiene 
la elongación del polipéptido 
cuando alcanza unos 70 ami- 
noácidos y la secuencia señal ha emergido completa- 
mente del ribosoma. @ La SRP ligada a GTP dirige ahora 
el ribosoma (todavía unido al mRNA) y el polipéptido 
incompleto a receptores de la SRP ligada a GTP de la cara 
citosólica del RE; el polipéptido en curso de gfevimiento 
es transferido a un complejo de translocaci a e) é 
tidos en el RE, que posiblemente interaccione directa- 
mente con el ribosoma. 6%) La SRP se disocia del riboso- 
ma y a la vez se hidroliza el GTP, tanto en la SRP como en 
su receptor. @ A continuación, se reanuda la síntesis del 
polipéptido, mientras que el complejo de translocación, 
impulsado por ATP, va introduciendo el polipéptido en 
crecimiento dentro de la luz del RE hasta la finalización 
de la síntesis de la proteína. @ La secuencia señal se 
elimina mediante una peptidasa señal dentro de la luz del 
RE. Finalmente, el ribosoma se disocia € y recicla 6). 


George Patade, 1912-2008 
Fuente; AP Photo. ] 


La glucosilación juega un papel clave en el destino 
de las proteínas 
Las proteínas recién sintetizadas son ulteriormente 


modificadas en la luz del RE de diversas maneras. Des- 
pués de la eliminación de las secuencias señal, los poli- 
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Hormona de 


péptidos se pliegan, se forman los puentes disulfuro y 
muchas proteínas se glucosilan para formar glucoproteí- 
nas. En muchas glucoproteínas, la unión con los oligosa- 
cáridos es a través de residuos Asn. Estos oligosacári- 
dos unidos por enlaces N son muy variados (Capítu- 
lo 7), pero sus rutas de formación tienen un primer paso 
común. Se sintetiza paso a paso un oligosacárido núcleo 
de 14 residuos que después se transfiere desde una 
molécula dadora de dolicol fosfato a ciertos residuos 
Asn de la proteína (Fig. 27-41). La transferasa se 
encuentra en la cara interior del RE y, por tanto, no 
puede catalizar la glucosilación de las proteínas citosó- 
licas. Después de la transferencia, el oligosacárido 
núcleo se recorta y elabora de distintas formas en las 
diferentes proteínas, pero todos los oligosacáridos uni- 
dos por enlace N conservan un núcleo pentasacárido 
derivado del oligosacárido original de 14 residuos. 
Varios antibióticos actúan interfiriendo con uno o más 
pasos de este proceso y han sido de utilidad en el estu- 
dio de los pasos implicados en la glucosilación de proteí- 
nas. El mejor caracterizado es la tunicamicina, que 
guarda un gran parecido con la estructura de la 
UDP-N-acetilglucosamina y bloquea el primer paso del 
proceso (Fig. 27-41, paso @). Algunas proteínas están 
O-glucosiladas, pero la mayor parte de la O-glucosila- 
ción tiene lugar en el complejo de Golgi o en el citosol 
(para proteínas que no entran en el RE). 
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FIGURA 27-39 Secuencias señal amino-terminales de algunas pro- 
teínas eucarióticas que dirigen la translocación al RE. El núcleo hidro- 
fóbico (amarillo) está precedido por uno o más residuos básicos (azul). 


Met EJE! Phe Leu Val Asi Wal Al LU Val PRE MEU NEVA E Ser Tyr lle Tyr Ala'Ala Pro — 
n y 
Met BS Leu Lau Val Val Ala Val Me Aa Cys Mete Me TG PRE AÍá Asp Pro Ala Ser Gly Cys Lys — 


Obsérvese la presencia de residuos polares y de cadena lateral corta 
inmediatamente antes (a la izquierda tal como se muestra aquí) de tos 
sitios de corte (indicados por flechas rojas). 
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FIGURA 27-40 Envío de proteínas eucarióticas mediante señales 
apropiadas al retículo endoplasmático. Este proceso incluye el ciclo de 
la SRP y la translocación y corte del polipéptido en crecimiento. Las dife- 
rentes etapas se describen en el texto. La SRP es un complejo en forma 
de varilla que contiene un RNA de 300 nucleótidos (denominado 
7SL-RNA) y seis proteinas diferentes (con una M, combinada de 
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FIGURA 27-41 Sintesis del oligosacárido núcleo de las glucoproteí- 
nas. El oligosacárido núcleo se forma por adición sucesiva de unidades de 
monosacárido. @, @ Los primeros pasos tienen lugar en la cara citosólica 
del RE. @ La translocación desplaza el oligosacárido incompleto a través 
de la membrana (mecanismo no mostrado) y @ la finalización del oligo- 
sacárido núcieo tiene lugar dentro de la luz del RE, Los precursores que 
aportan residuos de manosa y glucosa adicionales al oligosacárido en for- 
mación en la luz del RE son derivados del doticol fosfato, En el primer paso 
de la formación de los oligosacáridos de las glucoproteínas unidos por 
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casquete 5' 
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325.000). Una subunidad proteica de la SRP se une directamente a la 
secuencia señal, inhibiendo la elongación por bloqueo estérico de la 
entrada de los aminoacil-tRNA e inhibición de la peptidil transterasa. 
Otra subunidad proteica une e hidroliza GTP. El receptor de la SRP es un 
heterodímero de subunidades œ (M, 69.000) y £ (M, 30.000), en el que 
ambas subunidades hidrolizan GTP durante el proceso. 
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(n = 9-22) 


2 UDP-GIcNAc 
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enlace N, , el oligosacárido núcleo O O se transfiere desde el dolicol fos- 
fato a un residuo Asn de la proteína en la luz dei RE. El oligosacárido 
núcleo se modifica ulteriormente en el RE y en el complejo de Golgi, en 
rutas que difieren según las distintas proteínas. Los cinco residuos glucidi- 
cos sobre fondo beige (después del paso u persisten en la estructura 
final de todos los oligosacáridos unidos por enlace N. @ El dolicol plrofos- 
fato liberado se transloca de nuevo, de forma que el pirofosfato vuelve a 
encontrarse en la cara citosólica del RE; finalmente , @ se elimina un fos- 
fato por hidrólisis con lo que se regenera el dolicol fosfato. 
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A continuación, las proteínas adecuadamente modi- 
ficadas pueden ser transportadas hasta diversos destinos 
celulares. Las proteínas se desplazan desde el RE al com- 
plejo de Golgi en vesículas de transporte (F 7-42). 


FIGURA 27-42 Ruta seguida por las proteinas destinadas a los liso- 
somas, la membrana plasmática o la secreción. Las proteínas se des- 
plazan desde el RE al lado cis del complejo de Golgi en vesículas de 
transporte. La clasificación tiene lugar principalmente en el ¡ado trans 
del complejo de Golgi. 


En el complejo de Golgi se añaden los oligosacáridos 
unidos a proteínas por enlace O, mientras que los unidos 
por enlace N sufren modificaciones adicionales. En el 
complejo de Golgi también se clasifican las proteínas, 
mediante mecanismos todavía no aclarados por comple- 
to, para ser enviadas a sus destinos finales. Los procesos 
que separan las proteínas destinadas a la secreción de las 
destinadas a la membrana plasmática o a los lisosomas 
han de distinguir las proteínas sobre la base de rasgos 
estructurales distintos de las secuencias señal, que ya se 
eliminaron en la luz del RE. 

El proceso de clasificación mejor conocido es el de 
las hidrolasas destinadas a los lisosomas. Al llegar una 
hidrolasa (una glucoproteína) al complejo de Golgi, 
algún rasgo estructural aún no determinado de la 
estructura tridimensional de la hidrolasa (llamado a 
veces parche señal) es reconocido por una fosfotransfe- 
rasa que fosforila ciertos residuos manosa del oligosa- 
cárido (Fig. 27-43). La presencia de uno o varios resi- 
duos de manosa 6-fosfato en sus oligosacáridos unidos 
por enlace N es la señal estructural que dirige la proteí- 
na a los lisosomas. Una proteína receptora en la mem- 
brana del complejo de Golgi reconoce la señal manosa 
6-fosfato y une las hidrolasas marcadas de este modo. 

vesículas que contienen estos complejos recep- 
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FIGURA 27-43 Fosforilación de residuos de manosa en 
enzimas destinados a los lisosomas. la MN-acetilglucosa- 
mina fosfotransterasa reconoce algunos rasgos estructura- 
les aún por identificar de las hidrolasas destinadas a los 
lisosomas. 
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tor-hidrolasa producen una gemación en el lado trans 
del complejo de Golgi y se abren camino hasta vesículas 
clasificadoras. Aquí se disocian los complejos recep- 
tor-hidrolasa en un proceso que está facilitado por el pH 
más bajo de las vesículas clasificadoras y por la elimina- 
ción de grupos fosfato de los residuos manosa-6-fosíato, 
catalizada por una fosfatasa. A continuación, el receptor 
se recicla en el complejo de Golgi y las vesículas que 
contienen las hidrolasas se separan por gemación de las 
vesículas clasificadoras y se trasladan hacia los lisoso- 
mas. En las células tratadas con tunicamicina (Fig. 
27-41, paso @), las hidrolasas normalmente destinadas 
a los lisosomas son secretadas, lo que confirma que los 
oligosacáridos unidos por enlace N juegan un papel 
clave en dirigir estos enzimas a los lisosomas. 

Las rutas que dirigen las proteínas a las mitocon- 
drias o a los cloroplastos se basan en secuencias señal 
amino-terminales, Aunque las mitocondrias y los cloro- 
plastos contienen DNA, la mayoría de sus proteínas 
están codificadas por DNA nuclear y deben ser dirigidas 
al orgánulo apropiado. Sin embargo, a diferencia de 
otras rutas de destino, las rutas de mitocondrias y clo- 
roplastos empiezan sólo después de que la proteína 
precursora haya sido completamente sintetizada y libe- 
rada del ribosoma. Las proteínas precursoras destina- 
das a las mitocondrias o a los cloroplastos se unen a 
chaperonas citosólicas y se transfieren a receptores de 
la superficie exterior del orgánulo diana. A continua- 
ción, mecanismos de translocación especializados trans- 
portan la proteína hasta su destino final en el orgánulo 


y, una vez alcanzado, se elimina la sec ia sefi 
CoP KPa 


Las secuencias señal para el transporte nuclear 
no son cortadas 


La comunicación molecular entre el núcleo y el citosol 
requiere el movimiento de macromoléculas a través de 
poros nucleares. Las moléculas de RNA sintetizadas en 
el núcleo se exportan al citoplasma. Las proteínas ribo- 
sómicas sintetizadas en los ribosomas citosólicos son 
importadas por el núcleo y forman en el nucleolo las 
subunidades ribosómicas 608 y 405 que, una vez com- 
pletadas, se exportan de nuevo al citosol. Una gran 
variedad de proteínas nucleares (RNA y DNA polimera- 
sas, histonas, topoisomerasas, proteínas reguladoras de 
la expresión génica, y muchas otras) se sintetizan en el 
citosol y se importan por el núcleo. Este tráfico viene 
modulado por un complejo sistema de señales molecu- 
lares y proteínas de transporte que poco a poco va 
siendo desvelado. 

En la mayoría de eucariotas pluricelulares, la envol- 
tura nuclear se desorganiza en cada división celular y 
una vez finalizada la división celular y restahlecida la 
envoltura nuclear, las proteínas nucleares dispersadas 
deben ser reimportadas. Para hacer posible la importa- 
ción nuclear reiterada, la secuencia señal que dirige una 
proteína al núcleo, la secuencia de localización 
uuclear, NLS, no es eliminada una vez la proteína ha 
alcanzado su destino. A diferencia de otras secuencias 
señal, una NLS puede encontrarse en casi cualquier 
posición de la secuencia primaria de la proteína. Las 
NLS son muy variables, pero muchas consisten en cua- 
tro a ocho residuos aminoácidos y contienen varios 
residuos básicos (Arg o Lys) consecutivos. 


27.3 Destino y degradación de las proteínas 1109 


La importación en el núcleo está facilitada por un 
conjunto de proteínas que establecen un cicio entre el 
citosol y el núcieo (Fig. 27-44). Entre ellas se encuen- 
tran las importinas a y 8 y una pequeña GTPasa deno- 
minada Ran (proteína nuclear relacionada con Ras). Un 
heterodímero de importima a y 8 actúa de receptor 
soluble para las proteínas destinadas al núcleo, en el 
que la subunidad a se une a las proteínas del citosol que 
poseen la secuencia NLS. El complejo de la proteína con 
la secuencia NLS y la importina se une a un poro 
nuclear y se transloca a través del poro mediante un 
mecanismo dependiente de energía. En el núcleo, la 
importina ff se une a la GTPasa Ran y la proteína impor- 
tada se disocia de la importina 3. La importina ĝ se une 
a Ran y CAS (proteína celular de susceptibilidad a la 
apoptosis) y se separa de la proteína portadora de la 
NLS. Las importinas a y 8 se exportan entonces fuera 
del núcleo. Ran hidroliza GTP en el citosol para liberar 
las importinas, que pueden iniciar ahora otro ciclo de 
importación. La propia Ran se recicla de nuevo en el 
núcleo a través de la unión de Ran-GDP al factor 2 de 
transporte nuclear (NTF2). Dentro del núcleo, el GDP 
unido a Ran es reemplazado por GTP mediante la acti- 
vidad del factor Ran de intercambio de nucleótido de 
guanosina (RanGEF; véase el Recuadro 12-1). 

Durante la mitosis, cuando el envoltorio nuclear se 
rompe transitoriamente, la Ran GTPasa y las importinas 
juegan un papel adicional. El complejo Ran GTPasa-im- 
portín 4 ayuda a situar el huso de microtúbulos en el 
perímetro de la célula para facilitar la segregación de los 
cromosomas en la división celular y también regula la 


PLONE de los microtúbulos con otras estructuras 


Las bacterias también utilizan secuencias señal para 
el destino de las proteínas 


Las bacterias pueden dirigir proteínas a las membranas 
internas o externas, al espacio periplasmático entre 
estas membranas o al medio extracelular. Utilizan 
secuencias señal en el extremo amino de las proteínas 
(Fig. 27-45), parecidas a las encontradas en las proteí- 
nas eucarióticas destinadas al RE, a las mitocondrias y 
a los cloroplastos. 

La mayor parte de las proteínas exportadas por E. 
coli usan la ruta mostrada en la Figura 27-46. Después 
de la traducción, una proteína destinada a la exporta- 
ción, puede plegarse sólo lentamente, pues su secuen- 
cia amino-terminal impide el plegamiento. La chaperona 
soluble SecB se une a la secuencia señal de la proteína 
o a otras características de su estructura parcialmente 
plegada. La proteína unida se transfiere entonces a 
SecA, una proteína asociada a la superficie interna de la 
membrana plasmática. SecA actúa tanto de receptor 
como de ATPasa de translocación. La proteína, una vez 
liberada de SecB y unida a SecA, se transfiere a un com- 
plejo de translocación en la membrana, formado por 
SecY, E y G, y se transloca paso a paso al otro lado de la 
membrana a través del complejo SecYEG en fragmentos 
de unos 20 residuos aminoácidos. Cada paso es facilita- 
do por la hidrólisis de ATP, catalizada por SecA. 

Una proteína exportada es, pues, empujada a través 
de la membrana por una proteína SecA localizada en la 
superficie citoplasmática, en lugar de de ser extraída a 
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FIGURA 27-44 Direccionamiento de proteínas nuclez 
proteína con una señai de localización nuclear adecuada ( 
un complejo de importina a y 8 @ El complejo resultante se une a un 
poro nuclear y se transloca. O Dentro del núcleo la disociación de la 
importina f es facilitada por la unión de Ran-GTP. @ La importina a se 
une a Ran-GTP y CAS (proteina de susceptibilidad a la apoptosis celu- 
lar), liberándose ta proteína nuclear. @ Las importinas a y 2 y CAS se 
transportan fuera del núcleo y se reciclan. @ La Ran-GDP se une a 
NTF2 y se transporta de nuevo al núcleo. @ RanGEF promueve el inter- 
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Proteina principal 


(b) 


hig-de GTP en el núcieo, y la Ran-GTP está dispuesta para 
A 10 lejo de importina con una proteína con NLS (b) 
Microgratía electrónica de barrido de la superficie de la envoltura 
nuclear en la que pueden observarse numerosos poros nucleares. El 
complejo del poro nuclear es uno de los mayores agregados molecula- 
res de la célula (M, - 5 x 107}. Está formado por muchas copias de 30 
proteínas diferentes.[ Fuentes: (a) Modificado de C. Strambio-De-Cas- 
tilia et al., Nature Rev.Mol.Cell Bio! 11; 490, 2010, Fig. 1, (b) Don YY. 
Fawcett/ Science Source.] 
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FIGURA 27-45 Secuencias señal utilizadas para el destino a diferen- 
tes localizaciones en bacterias, Se resaltan los aminoácidos básicos 
(azul) cerca del extremo amino-terminal y los aminoácidos del rúcleo 
hidrofóbico (amarillo). Los sitios de corte que marcan los extremos de 
las secuencias señal se indican con flechas rojas. Obsérvese que la 


membrana bacteriana interna (véase la Fig. 1-6) es el lugar donde tiene 
lugar la unión de las proteínas de la cubierta y el DNA que producirá las 
partículas del fago td. OmpA es la proteína A de la membrana externa; 
LamB es una proteína receptora del bacteriófago lambda en la superficie 
celular, 


SecYEG 


través de la membrana por una proteína localizada en la 
superficie periplasmática. Esta diferencia puede reflejar 
simplemente la necesidad de la ATPasa de transloca- 
ción de encontrarse donde el ATP esté disponible. El 
potencial electroquímico transmembrana puede tam- 
bién suministrar energía para la translocación de una 
proteína mediante un mecanismo todavía no aclarado. 

Aunque la mayoría de las proteínas bacterianas 
exportadas usan esta ruta, algunas iga À 
alternativa que depende de señales dé 
y de proteínas receptoras homólogas a los otag 
de las SRP y los receptores SRP eucarióticos (Fig. 
27-40). 


Las células importan proteínas mediante endocitosis 
facilitada por receptores 


Las células eucarióticas importan algunas proteínas del 
medio circundante, tales como la lipoproleína de baja 
densidad (LDL), la proteína transportadora de hierro 
transferrina, hormonas peptídicas y proteínas circulan- 
tes destinadas a la degradación. Hay varias rutas de 
importación (Fig. 27-47). En una de estas mitas, las 
proteínas se unen a receptores en invaginaciones de la 
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FIGURA 27-46 Modelo de la exportación de proteí- 
nas en las bacterias. @ Un polipéptido recién sinteti- 
zado se une a la chaperona citosólica SecB, que to 
transfiere @ a SecA, una proteína asociada con el 
complejo de transiocación (SecYEG) en la membrana 
celular bacteriana. @ Se libera SecB y SecA se inserta 
en la membrana, forzando la exportación de unos 20 
residuos aminoácidos de la proteína destinada a la 
exportación a través del complejo de translocación. 
O La hidrólisis de un ATP por SecA suministra la 
energía para un cambio conformacional que provoca 
que SecA abandone a membrana y libere el polipép- 
tido. O) SecA une otra molécula de ATP y el siguiente 
fragmento de 20 residuos aminoácidos es empujado 
al otro lado de la membrana a través del complejo de 
translocación. Los pasos Y) y @ se repiten hasta que 
la O proteina entera ha pasado al otro lado y se ha 
liberado en el periplasma. El pontencial electroquímico 
a través de la membrana (indicado por + y -) también 
suministra parte de ta fuerza motriz necesaria para la 
translocación de la proteína. 


membrana denominadas cavidades revestidas, que 
concentran receptores destinados a la endocitosis, con 
preferencia a otras proteínas de la superficie celular. 
Las cavidades están recubiertas en su lado citosólico 
por una malla de la proteína clatrina, que forma 
estructuras poliédricas cerradas (Fig. 27-48). La malla 
de clatrina crece a medida que los receptores van sien- 
do ocupados por proteínas diana, hasta que una vesícu- 
la endocítica completa unida a la membrana se separa 


iq dia de la membrana plasmática con ayuda de 
asa dinamina, y pasa al citoplasma. La cla- 


trina se elimina rápidamente por enzimas decapantes y 
la vesícula se fusiona con un endosoma. La actividad de 
las ATPasas de las membranas de los endosomas reduce 
el pH, lo que facilita la disociación de los receptores de 
sus proteínas diana. En una ruta relacionada, la caveoli- 
na provoca la invaginación de zonas de la membrana 
que contienen balsas lipídicas asociadas a ciertos recep- 
tores (véase la Fig. 11-20). A continuación, estas vesí- 
culas endocíticas se fusionan con estructuras internas 
que contienen caveolina, caveosomas, donde las molé- 
culas internalizadas son clasificadas y dirigidas a otras 
partes de la célula, tras lo cual las caveolinas pueden ser 
recicladas hacia la superficie de la membrana. También 


FIGURA 27-47 Resumen de las vías de 
endocitosis en las células eucarióticas. Las 
vías dependientes de clatrina o caveolina utili- 
zan la GTPasa dinamina para generar vesicu- 
las a partir ce la membrana. Algunas vías no 
usan clatrina o caveofina, algunas usan dina- 
mina y otras no. [ Modificado de S. Mayor 
and RE. Pagano, Nature Rev, Mol.Cell Biol. 
8603, 2007.] 
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actúan en puntos reguladores clave de las rutas metaból- 
cas a menudo experimentan un recambio rápido. 

Las proteínas defectuosas y las que tienen vidas 
medias cortas generalmente se degradan, tanto en bac- 
terias como en eucariotas, por sistemas citosólicos 
dependientes de ATP. En los vertebrados, un segundo 
sistema, que opera en los lisosomas, recicla los aminoá- 
cidos de las proteínas de membrana, las proteínas extra- 
celulares y las proteínas de vida media larga. 

En E. coli, muchas proteínas son degradadas por 
una proteasa dependiente de ATP que contiene AAA + 
ATPasas ( ver capítulo 25) denominada Lon (el nombre 
se refiere a la “forma larga” de las proteínas, sólo obser- 
vada cuando esta proteasa está ausente), CIpXP, CIpAP, 
CIpCP, CIpYQ y FtsH. Cada sistema tiene como objetivo 
determinadas proteínas que se diferencian por su 
estructura o localización subcelular o ambas cosas. Nor- 
malmente la hidrólisis del ATP se utiliza para conducir 
una determinada proteína a través de los poros a la 
cámara proteolítica, desplegando la proteína durante el 
proceso. Las proteínas se cortan dentro de la cámara. . 
Una vez que la proteína ha sido reducida a péptidos 


Cadena 
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(a) 


( fr] pequeños e inactivos, otras proteasas independientes 
c) 0.1 pm k 
de ATP completan el proceso de degradación. 
FIGURA 27-48 Clatrina. (a) Tres cadenas ligeras (L) (M, 35.000) y En las células eucarióticas, la ruta dependiente de 
tres cadenas pesadas (H) (M_ 180.000) forman la unidad de clatrina ATP es totalmente diferente. Un componente clave del 
(HL), organizada en una estructura de tres patas denominada triesque- sistema es la proteína ubiquitina, que como su nombre 
lion. (b) Los triesqueliones tienen tendencia a formar redes poliédricas. indica, está presente en todos los reinos eucarióticos. 
(c) Micrografía electrónica de una cavidad revestida en la cara citosólica La ubiquitina (76 residuos aminoácidos), una de las 
de la membrana plasmática de un fibroblasto. [ Fuente: (c) ©1980 Heu- proteínas más conservadas conocidas, es prácticamente 
ser. The Rockefeller University Press. J. Heuser, J. Cell Bio 56011980. éntica en O ismos tan diferentes como las levadu- 
doi: 101083/¡cb.84.3.560,] (Sr FNDE e la llave de la proteostasis ( ver Figs 
4-25 y 15-2) y la regulación del ciclo celular. La ubiqui- 
hay rutas independientes de clatrina y caveolina; algu- tina se une covalentemente a proteínas destinadas a la 
nas usan dinamina y otras no. destrucción a través de una ruta dependiente de ATP en 
Las proteínas importadas y los receptores siguen vías la que intervienen tres enzimas diferentes llamados 


distintas y su destino depende del tipo de célula y del enzimas activadores El, enzimas conjugadores E2 y 
tipo de proteína. La transferrina y su receptor finalmente ligasas E3 (Fig. 27-49). 


se reciclan. Algunas hormonas, factores de crecimiento y Las proteínas ubiquitinadas son degradadas por un 
complejos inmunes se degradan junto con sus receptores gran complejo (M, 2,5 x 10%) denominado proteasoma 
después de haber producido la respuesta celular apropia- 268 (Fig. 27-50). El proteasoma eucariótico consiste 


da. La LDL se degrada después de que el colesterol que en dos copias de cada una de al menos 32 subunidades 
transporta haya llegado a su destino, pero el receptor de diferentes, la mayor parte de las cuales están muy con- 


la LDL se recicla (véase la Fig. 21-41). servadas desde las levaduras a los humanos. El protea- 

La endocitosis mediada por receptor es aprovecha- soma contiene dos tipos principales de subcomplejos, 
da por algunas toxinas y virus para entrar en las células. una partícula núcleo en forma de barril y partículas 
La toxina diftérica, la toxina del cólera y el virus de la reguladoras en ambos extremos del barril. La partícula 
gripe entran en las células por esta vía. núcleo 205 consta de cuatro anillos; los anillos exterio- 


res están formados por siete subunidades a y los anillos 

Todas las células disponen de sistemas de degradación de prin sel q O p. ef las siete 
: e" subunidades de a anillo 4 tienen actividad proteasa, 
proteinas especiaizaco; EE cada una con su propia especificidad de sustrato. Los 
La degradación de proteínas impide la acumulación de anillos apilados de la partícula núcleo forman la estruc- 


proteínas defectuosas o innecesarias y permite el recicla- tura en forma de barril, en el interior de la cual se degra- 
do de los aminoácidos. La vida media de las proteínas dan las proteínas. La partícula reguladora 19S en cada 
eucarióticas varia de 30 segundos a muchos días. El extremo de la partícula núcleo contiene 18 subunida- 
recambio de la mayoría de proteínas es rápido en relación des, algunas de las cuales reconocen e interaccionan 


con el tiempo de vida de las células, aunque unas pocas con proteínas ubiquitinadas. Seis de las subunidades 
(como la hemoglobina) pueden durar toda la vida de una son AAA+ATPasas (véase el Capítulo 25), que probable- 


célula (unos 110 días para un eritrocito). Entre las proteí- mente estén implicadas en el desplegamiento de las 
nas que se degradan rápidamente se encuentran las que proteínas ubiquitinadas y en la translocación del poli- 
son defectuosas debido a la introducción de uno o varios péptido desplegado al interior de la partícula núcleo 
aminoácidos incorrectos o a causa del deterioro acumula- para su degradación. La partícula 19S también desubi- 


do durante el funcionamiento normal. Los enzimas que quitina las proteínas a medida que son degradadas en el 
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La repetición del ciclo 
conduce a la fijación 
de más ubiquitina 


FIGURA 27-49 Proceso en tres pasos por el que la ubiquitina se une a 
una proteína. intervienen dos intermecios enzima-ubiquitina diferentes. El 
grupo carboxilo libre del residuo Gly carboxilo-termina! de la ubiquitina se 
une primero a un enzima activador de ciase [i a través de un tioéster A 
continuación, la ubiquitina se transfiere a un enzima conjugante E2. Final- 
mente, una ligasa F3 cataliza la transferencia de la ubiquitina desde E2 a la 
diana, a ta que se une la ubiquitina mediante ur enlace amida (isopepti- 
dico) con un grupo s-amino de un residuo Lys de la proteína diana. Ciclos 
adicionales producen poliubiquitina, un polímero covalente de subunida- 
des de ubiquitina, que señala a la proteína como destinada a la destruc- 
ción en los eucariotas. En la mayoría de células eucarióticas están presen- 
tes múltiples rutas de este tipo para diferentes dianas proteicas. 


proteasoma. La mayoría de las células tienen complejos 
reguladores adicionales que pueden reemplazar la par- 
tícula 195. Estos reguladores alternativos no hidrolizan 
ATP y no se unen a la ubiquitina, pero son importantes 
en la degradación de determinadas proteínas celulares. 
El proteasoma 268 puede ser eficazmente complemen- 
tado con complejos reguladores que cambian con las 
condiciones celulares. 

Aunque no se conocen todavía todas las señales que 
desencadenan la ubiquitinación, se ha identificado una 
muy sencilla, El primer residuo aminoácido, que perma- 
nece después de eliminar el residuo Met amino-terminal o 
de cualquier otra modificación proteolítica del extremo 
amino-terminal, tiene una influencia profunda sobre la 
vida media de muchas proteínas (Tabla 27-9). Estas seña- 
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FIGURA 27-50 Estructura tridimensional de un proteasoma eucarió- 
tico. El proteasoma 265 está muy conservado en todos los eucariotas. 
Los dos subcomplejos son la partícula núcleo 205 y la partícula regula- 
dora 195, también liamada casquete. (a) La partícula núcleo consiste en 
cuatro anillos que forman una estructura en forma de barri! Cada uno de 
los anillos interiores tiene siete subunidades Ø diferentes (marrón 
oscuro), tres de las cuales con actividad proteasa (marrón claro). Los 
anillos exteriores constan de siete subunidades (gris). Una partícula 
reguladora forma un casquete en cada extremo de la partícula núcleo. 
(b) La partícula reguladora une las proteínas ubiquitinadas, las despliega 
y las transloca al interior de ia partícula núcleo, donde son degradadas 
hasta péptidos de 3 a 25 residuos aminoácidos. [ Fuente: (a) PDB ID 
315Q, K.Sadre-Bazzaz et al, Mo!.Cell 37:728, 2010.] 


ATION 


les amino-terminales se han conservado durante miles de 
millones de años de evolución; las señales son las mismas 
en los sistemas de degradación de proteínas bacterianos y 
en la ruta humana de ubiquitinación. Señales más comple- 
jas, como la caja de destrucción, discutida en el Capítulo 
12 (véase la Fig. 12-35), están siendo estudiadas. 

La proteólisis dependiente de ubiquitina es tan 
importante para la regulación de procesos celulares 


Relación entre la vida media 
de una proteina y su residuo 


TABLA 27-9 


aminoacido amino-terminal 


Estabilizantes | 


Ala, Gly, Met, Ser, Thr, Val >20 h 

| Desestabilizantes | 
Gin, lle -30 min | 
Glu, Tyr ~10 min 

| Pro ~7 min 

| Asp, Leu, Lys, Phe ~3 min 

| Arg ~2 min 


Fuente: information from A. Bachmair et al., Science 234:179, 1986. 


"Las vidas medias se midieron en levadura con S-galactosidasa, que 
se modificó de modo que en cada experimento tuviese un residuo 
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como para la eliminación de las proteínas defectuosas. 
Muchas proteínas requeridas en una sola fase del ciclo 
celular eucariótico son rápidamente degradadas por la 
ruta dependiente de ubiquitina una vez han cumplido su 
función. La degradación de la ciclina dependiente de 
ubiquitina es esencial en la regulación del ciclo celular 
O. Los componentes El, E2 y E3 de la cascada de ubi- 
quitinación (Fig. 27-49) son, de hecho, grandes familias 
de proteínas. Enzimas El, E2 y E3 diferentes muestran 
diferentes especificidades por sus proteínas diana y de 
esta forma regulan diferentes procesos celulares. Algu- 
nos de estos enzimas están restringidos a ciertos com- 
partimientos celulares, como reflejo de su función 
especializada. j 

No es sorprendente que los defectos en las rutas 

de ubiquitinización estén detrás de numerosos 
estados patológicos. La incapacidad de degradar ciertas 
proteínas que activan la división celular (los productos 
de los oncogenes) puede provocar la formación de 
tumores, mientras que una degradación demasiado 
rápida de proteínas supresoras de tumores puede tener 
el mismo efecto. La degradación ineficiente o demasia- 
do rápida de las proteínas celulares también parece 


MM Las proteínas destinadas al núcleo tienen una 
secuencia señal interna que, a diferencia de otras 
secuencias señal, no es cortada una vez la proteína ha 
alcanzado su destino. 

M Algunas células eucarióticas importan proteínas 
mediante endocitosis facilitada por receptor. 

© Todas las células acaban degradando sus proteínas 
mediante sistemas proteolíticos especializados. Las pro- 
teínas defectuosas y las que están sometidas a recambio 
rápido se degradan por un sistema dependiente de ATP. 
En las células eucarióticas, las proteínas se marcan pri- 
mero por unión a ubiquitina, una proteína muy conser- 
vada. La proteolisis dependiente de ubiquitina tiene 
lugar en proteasomas, también muy conservados, y es 
fundamental en la regulación de muchos procesos celu- 
lares. 


Términos dave 
Todos los términos en negrita están definidos en el glosario. 
factores 


de liberación 1098 
supresor sin sen- 


aminoaciltRNA 1070 
aminoaciltRNA 
sintetasas 1070 


jugar un papel en otras situaciones: enfermedades rena- traducción 1070 tido 1100 

les, asma, enfermedades neurodegenerativas, tales codón 1070 polisoma 1100 
como las enfermedades de Alzheimer y Parkinson (aso- marco de lectura 1070 modificación 

ciadas con la formación de estructuras proteináceas, codón de inicio 1073 postraducción 1100 
características en las neuronas), fibrosis quística (debi- codones puromicina 11032 
da en algunos casos a una degradación demasiado rápi- de terminación 1073 tetraciclina 1103 

da de un canal iónico de cloruro con la consiguiente marco de lectura abierto Cloranfenicol 1103 
pérdida de función; véase el Recuadro 11-2)/. 1073 cicloheximida 1104 
me de Liddle (en el que no se degrada : diiticiódón 6 estreptomicina 1104 
sodio, lo que tiene como consecuencia la absorción balanceo 1076 toxina diftérica 1104 
excesiva de Na* y la aparición temprana de hiperten- desplazamiento del marco "cina 1104 


secuencia señal 1105 

partícula de reconocimiento 
de señal (SRP) 1106 

complejo de translocación 
del péptido 1106 


sión) y muchas otras enfermedades. Se están diseñando 
medicamentos destinados a inhibir la función del pro- 
teasoma como tratamiento potencial para algunas de 
estas enfermedades. En un entorno metabólico cam- 
biante, la degradación de proteínas es tan importante 


de traducción 1077 
edición de RNA 1078 
inicio 1080 
secuencia 


Shine-Dalgarno 1089 


para la supervivencia celular como la síntesis de proteí- 
nas, quedando mucho por aprender acerca de estas 
interesantes rutas, ™ 


sitio (A) aminoacilo 1093 
sitio (P) peptidilo 1093 
sitio (E) de salida 1093 
complejo de inicio 1093 
factores 

de elongación 1095 
peptidil transferasa 1096 
translocación 1096 


RESUMEN 27.3 Destino y degradación de las proteínas 


E Después de la síntesis, muchas proteínas son dirigi- 
das a localizaciones particulares en la célula. Un meca- 
nismo de destino está basado en una secuencia péptido 
señal, generalmente localizada en el extremo amino-ter- 
minal de la proteína recién sintetizada. 

E En las células eucarióticas, una clase de secuencia 
señal es reconocida por la partícula de reconocimiento 
de señal (SRP), que se une a la secuencia señal tan 
pronto como ésta aparece en el ribosoma, y transfiere el 
ribosoma entero y el polipéptido incompleto al RE. Los 
polipéptidos con estas secuencias señal son transferidos 
a la luz del RE a medida que se sintetizan, donde pue- 
den ser modificados o transferidos al complejo de Golgi, 
para ser clasificados y enviados a los lisosomas, a la 
membrana plasmática o a vesículas de transporte. 

E Las proteínas destinadas a las mitiocondrias y a los 
cloroplastos en las células eucarióticas y las destinadas 
a la exportación en las bacterias también utilizan una 
secuencia señal amino-terminal. 


Problemas 


(d) AUGGACGAA 
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1. Traducción del RNA mensajero Proponga las secuen- 
cias de aminoácidos de los péptidos formados por los riboso- 
mas en respuesta a las siguientes secuencias de mRNA, 
suponiendo que el marco de lectura empieza con las tres pri- 
meras bases de cada secuencia. 

(a) GGUCAGUCGCUCCUGAUU 

(b) UGGAUGCGCCAUAAUUUGCU 

(c) CAUGAUGCCUGUUGCUAC 


2. ¿Cuántas secuencias de mRNA diferentes puede es- 
pecificar una secuencia de aminoácidos? Escriba todas 
las secuencias posibles de mRNA que pueden codificar el tri- 


péptido sencillo Leu-Met-Tyr. Su respuesta le dará una idea 
del número de posibles mRNA que pueden codificar un poli- 
péptido. 


3. ¿Puede predecirse la secuencia de bases de un MRNA a 
partir de la secuencia de aminoácidos de su producto po- 
lipeptídico? Una secuencia de bases dada de un mRNA codi- 
fica una secuencia, y sólo una, de aminoácidos de un polipéptido, 
si se especifica el marco de lectura. A partir de una secuencia 
dada de residuos aminoácidos de una proteína como el cito- 
cromo c, ¿podemos predecir la secuencia de bases de un mRNA 
único que la codifique? Exponga las razones de su respuesta. 


4. Codificación de un polipéptido por un DNA dúplex La 

hebra molde de un segmento de DNA de doble cadena con- 

tiene la secuencia 
(BCTTAACACCCCTGACTTCGOCGCCGTOG(3S 


(a) ¿Cuál es la secuencia de bases del mRNA que puede 
ser transcrito a partir de esta hebra? 

(b) ¿Qué secuencia de aminoácidos podría ser codificada 
por la secuencia de bases del mRNA de (a) empezando desde 
el extremo 5'? 

(c) Si la hebra complementaria (no molde) de este DNA 
fuese transcrita y traducida, ¿la secuencia de aminoácidos re- 
sultante sería la misma que en (b)? Explique el significado 
biológico de su respuesta. 


5. La metionina tiene un solo codón La metionina es uno 
de los dos aminoácidos que tiene un solo codón. ¿De qué modo 
el único codón de la metionina puede especificar tanto el resi- 
duo de inicio como los residuos Met interiores en los ES 
tidos sintetizados por E. coli? 


que la traducción se realiza en una célula de E, soli Si todo el 
tRNA hace el máximo uso de las normas de balanceo pero no 
contiene losina ¿ Cuantos tRNAs distintos se necesitan para 
traducir este RNA? 


(5) AUGGGUCGUGAGUCAUCGUUAAUUG 
UAGCUGGAGGGGAGGAAUGA(3” 


7. mRNA sintéticos El código genético fue descifrado con 
polirribonucleótidos sintetizados tanto enzimática como quí- 
micamente en el laboratorio. A partir de lo que ahora sabemos 
del código genético, ¿cómo diseñaría un poliribonucleótido 
que pudiera servir de mRNA que codificara predominante- 
mente residuos de Phe y un pequeño número de residuos Leu 
y Ser? ¿Qué otro u otros aminoácidos serían codificados por 
este poliribonucleótido, aunque en menor proporción? 


8. Coste energético de la biosíntesis de proteínas De- 
termine el coste energético mínimo, en términos de equivalen- 
tes de ATP consumidos, que se requieren para la biosíntesis de 
la cadena de £globina de la hemoglobina (146 residuos), par- 
tiendo de una mezcla que contenga todos los aminoácidos ne- 
cesarios, ATP y GTP. Compare su respuesta con el coste 
energético directo de la biosíntesis de una cadena lineal de 
glueógeno de 146 residuos de glucosa unidos por enlaces 
(al—4), partiendo de una mezcla que incluya glucosa, UTP y 
ATP (Capítulo 15). A partir de sus datos, ¿cuál es el coste 
energético extra de sintetizar una proteína, en la que todos los 
residuos estén ordenados en una secuencia específica, compa- 
rado con el coste de sintetizar un polisácárido que contenga el 
mismo número de residuos, pero que carezca de la informa- 
ción contenida en la proteína? 
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Además del coste energético directo de la síntesis de una 

proteína, hay costes indirectos: los requeridos para que la cé- 
lula fabrique los enzimas necesarios para la síntesis proteica. 
Compare la magnitud de los costes indirectos para una célula 
eucariótica de la biosíntesis de cadenas lineales (a1—-4) de 
glucógeno y de la biosíntesis de polipéptidos, en función de la 
maquinaria enzimática implicada. 
9. Predicción de anticodones a partir de codones La ma- 
yoría de aminoácidos tienen más de un codón y se unen a más 
de un tRNA, cada uno con un anticodón diferente. Escriba to- 
dos los anticodones posibles para los cuatro codones de la gli- 
cina: (5)GGU, GGC, GGA y GGG. 

(a) De su respuesta ¿qué posiciones en los anticodones 
son determinantes primarios de su especificidad de codón en 
el caso de la glicina? 

(b) De estos apareamientos anticodón-codón, ¿cuáles tje- 
nen un par de bases con balanceo? 

(c) ¿Qué apareamientos anticodón-codón tienen en las 
tres posiciones puentes de hidrógeno fuertes tipo Wat- 
son-Crick? 


10. Efecto del cambio de una sola base sobre la secuen- 
cia de aminoácidos Muchas pruebas confirmatorias impor- 
tantes sobre el código genético provienen de la naturaleza de 
los cambios en la secuencia de aminoácidos en proteínas mu- 
tantes después del cambio de una sola base en el gen que co- 
difica la proteína. ¿Cuáles de los siguientes reemplazamientos 
de aminoácidos serían consistentes con el código genético si 
los reemplazamientos fueran debidos al cambio de una sola 
base? ¿Cuáles no pueden ser el resultado de mutaciones en 
una sola base? ¿Por qué? 


VATI n (e) Ile — Leu 
(Ð His —— Glu 
a (2) Pro —— Ser 

(d) Phe — Lys 


11. Resistencia del código genético frente a las muta- 
ciones La siguiente secuencia de RNA representa el principio 
de una pauta de lectura abierta. ¿Qué cambios (si los hay) 
pueden producirse en cada posición sin generar un cambio en 
los aminoácidos codificados? 


(5) AUGAUAUUGCUAUCUUGGACU 


12. Base de la mutación de la célula falciforme En la 
hemoglobina de la célula falciforme hay un residuo Val en la 
posición 6 de la cadena de la $-globina en lugar del residuo Glu 
encontrado en esta posición en la hemoglobina A normal. 
¿Puede predecir qué cambio tuvo lugar en el codón del gluta- 
mato en el DNA que justifique la sustitución de Glu por Val? 


13. Corrección de pruebas por las aminoacil-tRNA sin- 
tetasas La isoleucil-tRNA sintetasa posee una fimción de co- 
rrección de pruebas que asegura la fidelidad de la reacción de 
aminoacilación, pero la histidil4RNA sintetasa carece de esta 
función de corrección de pruebas. Explíquelo. 


4. importancia del “segundo código genético” Algunas 
aminoaciliRNA sintetasas no reconocen mi unen el anticodón 
de sus tRNA, sino que utilizan otros rasgos estructurales de los 
tRNA para lograr la especificidad de fijación. Los tRNA de la 
alanina pertenecen aparentemente a esta categoría. 

(a)¿Qué características del tRNA** son reconocidas por la 
Ala-tRNA sintetasa? 

(b)Describa las consecuencias de una mutación CG en 
la tercera posición del anticodón del tRNA?”, 


1116 Metabolismo de las proteínas 


(c)¿Qué otros tipos de mutaciones pueden tener efectos 
similares? 

(d) Mutaciones de estos tipos no se encuentran nunca en 
poblaciones naturales de organismos. ¿Por qué? (Sugerencia: 
Considere lo que podría suceder tanto a las proteínas indivi- 
duales como al organismo en su conjunto). 


15. Ritmo de la síntesis de proteínas Un ribosoma bacte- 
riano puede sintetizar unos 20 péptidos por minuto. Si el pro- 
medio de longitud de las proteínas bacterianas es 
aproximadamente de 260 aminoácidos, ¿Cuantas proteínas 
pueden los ribosomas de una célula de E.coli sintetizar en 20 
minutos si todos los ribosomas están funcionando al máximo? 


16. El papel de los factores de traducción Un investiga- 
dor aisla variantes mutantes de factores de traducción bacte- 
riana IF2, EF-Tu y EF-G. En cada caso la mutación permite el 
doblamiento apropiado de las proteínas y la unión a GTP pero 
no permite la hidrólisis del GTP. ¿En qué estadio la traducción 
será bloqueada por cada proteína mutante? 


17. Mantenimiento de la fidelidad de la síntesis de 
proteínas Los mecanismos químicos utilizados para evitar 
errores en la síntesis de proteínas son diferentes de los utiliza- 
dos durante la replicación del DNA. Las DNA polimerasas uti- 
lizan una actividad exonucleasa 3'—-5' correctora de pruebas 
para eliminar nucleótidos mal apareados, incorrectamente in- 
corporados en una cadena de DNA en crecimiento. No existe 
una función correctora de pruebas equivalente en los riboso- 
mas y, de hecho, nunca se comprueban las identidades de los 
aminoácidos unidos al tRNA entrante que son añadidos al po- 
lipéptido en crecimiento. Un paso de corrección de aa cie 
que hidrolizase el último enlace peptídico formad e 
hubiese incorporado un aminoácido incorrecto en | 
tido en crecimiento (análogo al paso de corrección de pi 
de las DNA polimerasas) sería poco práctico. ¿Por qué? (Suge- 
rencia: Considere cómo se mantiene la unión entre el polipép- 
tido en crecimiento y el mRNA durante la elongación; véanse 
las Figs. 27-29 y 27-30). 


18 Perfil ribosomal En el método de perfil ribosoma! (Fig 
27-37), los segmentos de mRNA que están unidos y protegidos 
por ribosomas son aislados y convertidos a DNA para ser se- 
cuenciados. Aunque los segmentos de mRNA son normal- 
mente sólo parte de todo el RNA protegido por los ribosomas 
y aislados después de ser tratados con ribonucleasa. ¿Qué 
otros tipos de RNA serán aislados en este protocolo? 


19. Predicción de la localización celular de una proteína 
Ei gen de un polipéptido eucariótico de 300 aminoá- 
cidos se altera para que una secuencia reconocida por la 
SRP se encuentre en el extremo amino del polipéptido y 
una señal de reconocimiento nuclear (NLS) se encuentre 
en el interior, con inicio en el residuo 150. ¿Dónde es 
probable que se encuentre la proteína en la célula? 


20. Requerimientos para la translocación de proteínas 
a través de una membrana La proteína de secreción bacte- 
rana OmpA tiene un precursor, ProOmpA, que posee la se- 
cuencia señal amino-terminal necesaria para la secreción. Si 
ProOmpA purificada se desnaturaliza con urea 8 m y a conti- 
nuación se elimina rápidamente la urea (p.ej. pasando la diso- 
lución de proteína rápidamente a través de una columna de 
filtración en gel), la proteína puede ser translocada in vitro a 
través de membranas internas bacterianas aisladas. Sin em- 
bargo, la translocación no sucede si ProOmpA se incuba pri- 
mero durante varias horas en ausencia de urea. Además, la 


capacidad de translocación se mantiene durante largo tiempo 
si se incuba ProOmpA en presencia de otra proteína bacte- 
riana denominada factor desencadenante. Describa la función 
probable de este factor. . 


21. Capacidad de codificación de proteínas de un DNA 
vírico El genoma de 5.386 pares de bases del bacterió- 
fago 4X174 contiene genes para 10 proteínas, designa- 
das de A a K, cuyos tamaños están indicados en la tabla. 
¿Cuánto DNA sería necesario para codificar estas 10 
proteínas? ¿Cómo puede reconciliar el tamaño del ge- 
noma de 4X 179 con su capacidad de codificación? 


Número Número 

de residuos de residuos 

Proteína aminoácidos Proteína aminoácidos 
A 455 F 427 
B 120 G 175 
C 86 H 328 
D 152 J 38 
E 91 K 56 


E Problema de análisis de datos 


22. Diseño de proteínas mediante genes formados al 
azar Los estudios acerca de la secuencia de aminoácidos y de 
las correspondientes estructuras tridimensionales de proteínas 
de tipo salvaje o mutantes han generado importantes conoci- 
ientos sobre los principios que gobiernan el plegamiento de 

seigas, Una manera de comprobar la validez de estos co- 
A ja HA N tiría en diseñar una proteína de acuerdo con 


USO TE 


estos principios y ver si ésta se pliega como sería de esperar. 


Kamtekar y colaboradores (1993) aprovecharon determi- 
nadas propiedades del código genético para generar al azar 
secuencias proteicas con patrones definidos de residuos hi- 
drofílicos e hidrofóbicos. Su diseño combinaba conocimientos 
sobre la estructura de proteínas y las propiedades de los ami- 
noácidos y del código genético para explorar los factores que 
influyen en la estructura de las proteínas. 

Se propusieron generar un conjunto de proteínas con la 
simple estructura de haz de cuatro hélices mostrada al final del 
párrafo, con las hélices a (representadas por cilindros) conec- 
tados por segmentos en ovillo estadístico (rosa). Todas las héli- 
ces a son anfipáticas, los grupos R de un lado de la hélice son 
exclusivamente hidrofóhicos (amarillo) y los del otro lado son 
exclusivamente hidrofílicos (azul). Una proteína formada por 
cuatro de este tipo de hélices separadas por cortos segmentos 
de ovillo estadístico se esperaría que se plegara de forma que las 
caras hidrofílicas de las hélices se orientaran hacia el disolvente. 


A s coo” 
NH3 NH; 
1 


Una hélice œ anfipática Haz de cuatro hélices 


(a)¿Qué fuerzas o interacciones mantienen unidas las cuatro 
hélices e en el haz? 

La Figura 4-4a muestra un segmento de hélice a de diez 
residuos aminoácidos. Con el cilindro gris central como divi- 
sor, cuatro de los grupos R (esferas púrpura) se extienden 
desde el lado izquierdo de la hélice y seis desde el lado dere- 
cho. 

(b) Numere los grupos R de la Figura 4-4a desde arriba 
(amino-terminal; 1) abajo (carboxilo-terminal; 10). ¿Qué grupos 
R se extienden desde el lado izquierdo y cuáles del derecho? 

(c) Suponga que quisiera diseñar este segmento de 10 
aminoácidos en forma de hélice antipática, con el lado iz- 
quierdo hidrofílico y el lado derecho hidrofóbico. Sugiera una 
secuencia de 10 aminoácidos que potencialmente pudiera ple- 
garse de este modo. Hay muchas respuestas correctas posi- 
bles. 

(d) Proponga una posible secuencia de DNA de doble ca- 
dena que pudiera codificar la secuencia de aminoácidos ele- 
gida en (c). (Se trata de una región interna de una proteína, 
por lo que no es necesario incluir codones de inicio y de paro). 

En lugar de diseñar proteínas de secuencia específica, Kam- 
tekar y colaboradores diseñaron proteínas de secuencia parcial- 
mente al azar, con residuos aminoácidos hidrofílicos e 
hidrofóbicos dispuestos en un patrón controlado. Para eilo apro- 
vecharon algunas interesantes propiedades del código genético 
para construir una genoteca de moléculas de DNA sintéticas de 
secuencia parcialmente al azar y un determinado patrón. 

Para diseñar una secuencia de DNA que codificara se- 
cuencias de aminoácidos hidrofóbicos al azar comenzaron con 
el codón degenerado NTN, donde N puede ser A, G, Co T. 


Rellenaron cada posición N con una meze i y EN 
A, G, C y T en la reacción de síntesis de DN T y | 


mezcla de moléculas de DNA con diferen 
esta posición (véase la Fig. 8-35). Del mismo modo, para codi- 
ficar secuencias de aminoácidos polares al azar, utilizaron el 
codón degenerado NAN con una mezcla equimolar de A, G y C 
(pero en este caso sin T) para rellenar las posiciones N. 


Problema de análisis de datos 1117 


(e) ¿Qué aminoácidos pueden ser codificados por el tri- 
plete NTN? ¿Son hidrofóbicos todos los aminoácidos de este 
grupo? ¿Incluye este grupo todos los aminoácidos hidrofó- 
bicos? 

(f) ¿Qué aminoácidos pueden ser codificados por el tri- 
plete NAN? ¿Son todos polares? ¿Incluye este grupo todos los 
aminoácidos polares? 

(g) En la síntesis de los codones NAN ¿por qué fue nece- 

sario omitir la T de la mezcla de reacción? 
Kamtekar y colaboradores clonaron esta genoteca de secuen- 
cias de DNA al azar en plásmidos, seleccionaron 48 que produ- 
jeron el patrón correcto de aminoácidos hidrofílicos e 
hidrofóbicos y los expresaron en E. coli. El siguiente paso 
consistió en determinar si las proteínas se plegaban en la 
forma prevista. Hubiese sido muy laborioso expresar cada una 
de las proteínas, cristalizarla y determinar su estrnctura tridi- 
mensional completa. En su lugar, se utilizó la maquinaria de 
modificación de proteínas de E. coli para descartar las secuen- 
cias que daban lugar a proteínas muy defectuosas. En este 
una banda de decia de la masa molecular esperada en geles 
de poliacrilamida con SDS (véase la Fig. 3-18). 

(h) ¿Por qué una proteína muy mal plegada no producía 
una banda de la masa molecular esperada en la electroforesis? 

Varias proteínas superaron este ensayo inicial, y el exa- 
men posterior mostró que poseían la estructura de cuatro hé- 
lices esperada. 

(1) ¿Por qué no todas las proteínas con secuencia al azar 
que pasaron el escrutinio inicial contenían la estructura de 
cuatro hélices? 


Kamtekar, S., J.M. Schiffer, H. Xiong, J.M. Babik, 
and M.H. Hecht. 1993. Protein design by binary pat- 
terning of polar and nonpolar amino acids. Science 
262:1680-1685. 
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cesos por lo menos, de los que cada uno tiene varios 


puntos potenciales de regulación: 


1. Síntesis del transcrito primario de RNA 
(transcripción) 


2. Modificación postranscripcional del mRNA 
3. Degradación del RNA mensajero 


5. Modificaciones postraducción de las proteínas 


NN 
e los aproximadamente 4.000 F a is proteica (traducción) 
D) en un genoma bacteriano típi opg r SON 


20.000 genes del genoma humano, solamente 
se expresa una parte en una célula determinada y en 
un momento dado. Algunos productos génicos están 
presentes en cantidades muy grandes: los factores de 
elongación requeridos para la síntesis proteica, por 
ejemplo, se encuentran entre las proteínas más abun- 
dantes de las bacterias, y la ribulosa 1,5-bisfosfato 
carboxilasa/oxigenasa (rubisco) de las plantas y bacte- 
rias fotosintéticas es uno de los enzimas conocidos 
más abundante en la biosfera. Otros productos génicos 
se encuentran en cantidades mucho menores; por 
ejemplo, una célula puede contener solamente unas 
pocas moléculas de los enzimas que reparan lesiones 
del DNA poco frecuentes. Las necesidades de algunos 
productos génicos cambian a lo largo del tiempo. Los 
requerimientos de enzimas en ciertas vías metabólicas 
pueden aumentar o disminuir en función de los cam- 
bios en la disponibilidad de nutrientes. Durante el 
desarrollo de un organismo multicelular, algunas pro- 
teínas que influyen en la diferenciación celular están 
presentes solamente un breve lapso de tiempo y en 
unas pocas células. La especialización de la función 
celular puede influir profundamente en las necesida- 
des de varios productos génicos; un ejemplo es la ele- 
vada concentración de hemoglobina en los eritrocitos, 
que carece de parangón. Dado el elevado coste de la 
síntesis proteica, la regulación de la expresión génica 
es esencial para conseguir una utilización óptima de la 
energía disponible. sa 

La concentración celular de una proteína viene 
determinada por un delicado equilibrio entre siete pro- 


6. Destino y transporte de las proteínas 
7. Degradación de las proteínas 


Estos procesos se resumen en la Figura 28-1. 
Hemos examinado varios de estos mecanismos en 
capítulos anteriores. La modificación postranscripcio- 
nal del mRNA mediante procesos tales como el corte y 
empalme alternativo (véase la Fig. 26-19b) o la edición 
del RNA (véanse las Figs. 27-10, 27-12) pueden deter- 
minar qué proteínas se producen a partir de los trans- 
critos de mRNA y en qué cantidades. Diversas secuen- 
cias de nucleótidos en un mRNA pueden determinar la 
velocidad de su degradación. Muchos factores influyen 
en la velocidad de traducción de un mRNA a proteína, 
así como en la modificación postraducción de la pro- 
tema, su destino, y finalmente su degradación (Capí- 
tulo 27). - 

De los procesos de regulación ilustrados en la Figu- 
ra 28-1, los que operan a nivel del inicio de la transcrip- 
ción son los que están mejor documentados y son el 
objeto principal de este capítulo; aunque también se 
consideran otros mecanismos. Como se ha visto en capí- 
tulos anteriores, la complejidad de un organismo no 
viene determinada por el número de genes que codifi- 
can proteínas. En su lugar, a medida que la complejidad 
aumenta desde las bacterias a los mamíferos, los meca- 
nismos de regulación se vuelven más elaborados; y la 
regulación postranscripcional y traduccional juega un 
mayor papel. Para muchos genes, los procesos de regu- 
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FIGURA 28-1 Siete procesos que influyen sobre la concentración en 
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Los genes de los productos que se requieren en todo 
momento, tales como los de los enzimas de las rutas 
metabólicas centrales, se expresan en un nivel más o 
menos constante en prácticamente todas las células de 
una especie u organismo. Tales genes a menudo se 
designan como genes constitutivos. La expresión 
constante de un gen se denomina expresión génica 
constitutiva. 

Los niveles celulares de otros productos génicos 
aumentan y disminuyen en respuesta a señales molecu- 
lares; esa es la expresión génica regulada. Los pro- 
ductos génicos que aumentan de concentración bajo 
circunstancias moleculares particulares se designan 
como inducibles; el proceso de aumento de su expre- 
sión se denomina inducción. La expresión de muchos 
genes que codifican enzimas de reparación del DNA, 
por ejemplo, es inducida por un sistema de proteínas 
reguladoras que responden a altos niveles de lesiones 
en el DNA. Por el contrario, los productos génicos que 
disminuyen su concentración en respuesta a una señal 
molecular se designan como reprimibles y el proceso 
se denomina represión. Por ejemplo, en las bacterias, 
la abundancia de triptófano provoca la represión de los 
genes de los enzimas que catalizan la biosíntesis de trip- 
tófano. - 

La transcripción está facilitada y regulada por inte- 
racciones proteína-DNA, especialmente en las que 
intervienen los componentes proteicos de la RNA poli- 


nado setacionerlo estacionario de una proteins, Cada proceso tient erasa (Capítulo 26). Primero consideraremos cómo se 
diversos puntos de regulación potenciales OP Oia de la RNA polimerasa y contimiare- 
esc 


lación requieren ima considerable inversión de energía 
química. 

El control del inicio de la transcripción permite la 
regulación sincronizada de múltiples genes que codifi- 
can productos con actividades interdependientes. Por 
ejeraplo, cuando su DNA está gravemente dañado, las 
células bacterianas requieren un incremento coordina- 
do de los niveles de muchos enzimas que intervienen en 
la reparación del DNA, Tal vez la forma más sofisticada 
de coordinación se dé en los complejos circuitos de 
regulación que gobiernan el desarrollo de los eucariotas 
multicelulares, en los que pueden interverir muchos 
tipos de mecanismos reguladores. 

Empezaremos examinando las interacciones entre 
proteínas y DNA que son la clave de la regulación de la 
transcripción. Después examinaremos las proteínas espe- 
cíficas que influyen en la expresión de genes específicos, 
primero en las células bacterianas y posteriormente en las 
eucariotas. En la discusión, se proporciona información 
sobre la regulación postranscripcional y de la traducción, 
cuando es necesaria para una mejor comprensión de la 
amplia diversidad de mecanismos reguladores, 


Región -35 


DNA 5' 


ripción general de las proteínas que 
intervienen en este proceso. Después examinaremos la 
base molecular del reconocimiento de secuencias espe- 
cíficas de DNA por proteínas de unión al DNA. 


La RNA polimerasa se une al DNA en los promotores 


Las RNA polimerasas se unen al DNA e inician la trans- 
cripción en los promotores (véase la Fig. 26-5), sitios 
generalmente cercanos a los puntos donde empieza la 
síntesis de RNA en el molde de DNA. La regulación del 
inicio de la transcripción a menudo comporta cambios 
en el modo como la RNA polimerasa interacciona con 
un promotor. 

Las secuencias de nucleótidos de los promotores 
varían considerablemente, lo cual influye en la afinidad 
de la unión de las RNA polimerasas y, por tanto, en la 
frecuencia del inicio de la transcripción. Algunos genes 
de Escherichia coli se transcriben una vez por segun- 
do, otros menos de una vez por generación celular. Esta 
variación se debe en buena parte a diferencias en la 
secuencia del promotor. En ausencia de proteínas regu- 
ladoras, las diferencias en las secuencias del promotor 


Sitio de inicio del RNA 


Región -10 MRNA 


FIGURA 28-2 Secuencia consenso de muchos promotores de E. cofí. La mayoria de las sustitucio- 
nes de bases en las regiones -10 y -35 tienen un efecto negativo sobre la función del promotor. 
Algunos promotores también incluyen el elemento UP (promotor corriente arriba) (véase la Fig. 


26-5) 


pueden afectar la frecuencia del inicio de la transcrip- 
ción en un factor de 1000, o más. La mayoría de los 
promotores de E. coli tienen una secuencia muy pare- 
cida a la secuencia consenso (Fig. 28-2). Las mutacio- 
nes que los alejan de la secuencia consenso normalmen- 
te disminuyen la función de los promotores; contraria- 
mente, las mutaciones que los acercan al consenso 
normalmente la potencian. 


>> Convención Clave: La secuencia de la hebra no molde se 
muestra, por convención, con el extremo 5' a la izquier- 
da. Los nucleótidos están numerados desde el sitio de 
inicio de la transcripción, con números positivos hacia 
la derecha (en la dirección de la transcripción) y nega- 
tivos hacia la izquierda. N indica un nucleótido cual- 
quiera. << 


Las concentraciones celulares de las proteínas codi- 
ficadas por los genes constitutivos, aunque se expresen 
de manera continuada, varían ampliamente. Para estos 
genes, la interacción RNA polimerasa-promotor tiene 
una gran influencia en la tasa de inicio de la transcrip- 
ción; diferencias en la secuencia del promotor permiten 
a la célula sintetizar el nivel apropiado de cada producto 
génico constitutivo. 

La tasa basal de inicio de la transcripción en los 
promotores de genes no constitutivos también está 
determinada por la secuencia dei promotor, pero, ade- 
más, la expresión de estos genes está modulada por 
proteínas reguladoras. Muchas de estas proteínas 
actúan a menudo potenciando o interfire 
interacción entre la RNA polimerasa y € 

Las secuencias de los promotores elicarióticos sů 
mucho más variables que las de sus equivalentes proca- 
rióticos. Las tres RNA polimerasas eucarióticas requie- 
ren normalmente una serie de factores de transcripción 
generales para unirse a un promotor, y estas pueden 
influenciar la tasa basal de transcripción. Sin embargo, 
al igual que en la expresión génica bacteriana, el nivel 
basal de transcripción está determinado en parte por el 
efecto de las secuencias del promotor en la función de 
la RNA polimerasa y sus factores de transcripción aso- 
ciados. 


El inicio de la transcripción se regula mediante proteínas 
que se unen a los promotores o cerca de ellos 


Al menos tres tipos de proteínas regulan el inicio de la 
transcripción por la RNA polimerasa: los factores de 
especificidad, que modifican la especificidad de la 
RNA polimerasa hacia un promotor determinado o un 
conjunto de promotores; los represores, que impiden 
el acceso de la RNA polimerasa al promotor y los acti- 
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vadores, que potencian la interacción RNA polimera- 
sa-promotor. 

A medida que va madurando nuestro conocimiento 
sobre los roles de los reguladores proteicos, muchos 
nuevos roles para la regulación génica por parte de 
RNAs también están empezando a surgir. Entre ellos 
están los RNAs largos, no codificantes (IncRNAs), 
generalmente definidos como RNAs de más de 200 
nucleótidos sin un marco abierto de lectura que codifi- 
que para una proteína - distinguiéndose así de los 
pequeños RNAs funcionales (miRNA, snoRNA, snRNA, 
etc.) descritos en el Capítulo 26. Los IncRNAs se 
encuentran en todo tipo de organismos, con cientos de 
miles expresados en células de mamíferos. Funciones 
conocidas de los IncRNAs incluyen la regulación del 
posicionamiento del nucleosoma y de la estructura de 
la cromatina, el control de la metilación del DNA y las 
modificaciones postranscripcionales de las histonas, el 
silenciamiento transcripcional de genes, múltiples 
roles en la activación y represión transcripcional, y 
muchos más. 

Se estudiaron los factores proteicos de especifici- 
dad bacterianos en el Capítulo 26 (véase la Fig. 26-5), 
aunque no se mencionaron con ese nombre. La subuni- 
dad ø del holoenzima de la RNA polimerasa de E. coli 
es un factor de especificidad que interviene en el reco- 
nocimiento y la unión al promotor. Una única subuni- 
dad o (M_ 70.000), denominada a” reconoce la mayoría 
de los promotores de E. coli. En ciertas condiciones, 
algunas de las subunidades a” son reemplazadas por 
uno de otros seis factores de especificidad. Es destaca- 
itución de a” por a” (M_ 32.000) cuando las 
bacterias están sometidas a estrés por calor. Cuando 
está unida a g”, la RNA polimerasa se dirige hacia una 
serie de promotores especializados con una secuencia 
consenso diferente (Fig. 28-3). Estos promotores con- 
trolan la expresión de un conjunto de genes que codifi- 
can proteínas, incluidas algunas chaperonas que for- 
man parte de un sistema inducido por estrés denomina- 
do respuesta al choque térmico. Por tanto, la coordina- 
ción de la regulación de un conjunto de genes que 
intervienen en procesos relacionados es el resultado de 
los cambios de afinidad de unión de la polimerasa, que 
la dirigen hacia diferentes promotores. En células euca- 
riotas, algunos de los factores de transcripción genera- 
les, en especial la proteína de unión a TATA (TBP; 
véase la Fig. 26-9), pueden considerarse factores de 
especificidad. 

Los represores se unen a sitios específicos del 
DNA. En células bacterianas, esos sitios de unión, 
denominados operadores, se encuentran generalmen- 
te cerca de un promotor. La unión de la RNA polimera- 
sa, 0 su movimiento a lo largo del DNA después de la 
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FIGURA 28-3 Secuencia consenso de los promotores que regulan la expresión de los 
genes del choque térmico de E. coli. Este sistema responde ante incrementos de tempera- 
tura y otras situaciones de estrés ambiental mediante inducción de una serie de proteínas. 
La unión de la RNA polimerasa a los promotores del choque térmico se realiza mediante 
una subunidad ó especializada de la polimerasa, œ, que reempiaza a d” en el complejo de 


inicio de la RNA polimerasa. 
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(a) Regulación negativa 
La señal molecular provoca la 
disociación del represor del DNA, 
induciendo la transcripción. 


(b) Regulación negativa 
La señal molecular provoca la 
unión del represor al DNA, 
inhibiendo la transcripción. 
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(c) Regulación positiva 
La señal molecular provoca la 
disociación del activador del DNA, 
inhibiendo la transcripción. 


(d) Regulación positiva 
La señal molecular provoca la 
unión del represor al DNA, 
inhibiendo la transcripción. 
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FIGURA 28-4 Patrones comunes de regulación del inicio de la trans- 
cripción. Se muestran dos tipos de regulación negativa. (a) El represor 
se une al operador en ausencia de la señal molecular; la señal externa 


provoca la disociación del represor que permite la transcripción. (b) El 
represor se une en presencia de la señal; el represor se disocia y la trans- 
cripción tiene lugar cuando se elimina la señal. La regulación positiva 
tiene lugar a través de activadores génicos. De nuevo se muestran dos 
modalidades. (c) El activador se une en ausencia de la señal molecular y 
tiene lugar la transcripción; cuando se añade la señal, el activador se 
disocia y se inhibe la transcripción. (d) El activador se une en presencia 
de la señal; solamente se disocia cuando se elimina la señal. Observe 
que regulación “positiva” y "negativa” se refieren al tipo de proteína 
reguladora implicada: la proteína unida facilita o inhibe la transcripción. 
En cualquiera de los casos, la presencia de la señal molecular puede 
aumentar o disminuir la transcripción, según sea su efecto sobre la pro- 
teína reguladora. 


unión, se bloquea cuando el represor está presente. La 
regulación mediante una proteína represora que blo- 
quea la transcripción se denomina regulación negati- 
va. La unión del represor al DNA se regula por una 
señal molecular (o efector), normalmente una molécu- 
la o una proteína pequeña, que se une al represor y 
provoca un cambio conformacional. La interacción 
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imerasa en Bucariotas. Los activadores y represores eucarióticos a 
menudo se unen a sitios alejados millares de pares de bases de los pro- 
motores que regulan. La formación de un lazo en el DNA, a menudo 
facilitada por reguladores arquitectónicos, junta los sitios. Tal como se 
muestra, la interacción entre los activadores y la RNA polimerasa es 
mediada por los coactivadores. La represión a veces se debe a represo- 
res (descritos más adelante) que se unen a los activadores, impidiendo 
la interacción activadora con la RNA polimerasa. 


entre el represor y la molécula señal tanto puede 
aumentar como disminuir la transcripción. En algunos 
casos, el cambio conformacional provoca la disociación 
de un represor unido al DNA del operador (Fig. 
28-4a). El inicio de la transcripción puede entonces 
proceder libremente. En otros casos, la interacción 
entre un represor inactivo y la molécula señal hace que 
el represor se una al operador (Fig. 28-4b). En las célu- 
las eucariotas, la regulación génica por represor es 
menos común. Donde ocurre (más a menudo en euca- 
riotas inferiores como las levaduras), el sitio de unión 
de un represor puede encontrarse a cierta distancia del 
promotor. La unión de estos represores a sus sitios de 
unión tiene el mismo efecto que en las células bacteria- 
nas: la inhibición de la formación o de la actividad de un 
complejo de transcripción en el promotor. 

Los activadores constituyen el contrapunto molecu- 
lar de los represores; se unen al DNA y potencian la 
actividad de la RNA polimerasa en el promotor; es la 
regulación positiva. En las bacterias, los sitios de 
unión de los activadores se encuentran a menudo adya- 
centes a promotores a los que la RNA polimerasa o bien 
no se une por sí sola o lo hace débilmente, de manera 
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del represor 


Sitio de unión 
del activador 


ecuencias reguladoras Genes transcritos como una unidad 


FIGURA 28-6 Un operón bacteriano representativo. Los genes A, B y 
C se transcriben en un mRNA policistrónico. Las secuencias reguladoras 
típicas incluyen sitios de unión para proteínas que activan o reprimen la 
transcripción a partir del promotor. 


que en ausencia de activador la trascripción es escasa. 
Algunos activadores están normalmente unidos al DNA 
potenciando la transeripción hasta que la unión de una 
molécula señal provoca la disociación del activador 
(Fig. 28-4c). En otros casos, el activador se une al DNA 
sólo después de la interacción con una molécula señal 
(Fig. 28-4d). Las moléculas señal pueden, por tanto, 
aumentar o disminuir la transcripción según cómo afec- 
ten al activador. 

La regulación positiva por activadores es particular- 
mente común en eucariotas. Muchos activadores euca- 
rióticos se unen a sitios del DNA denominados potencia- 
dores, que se encuentran lejos del promotor, afectando 
la tasa de transcripción de un promotor que puede estar 
localizado a miles de pares de bases de distancia. 

La distancia entre los sitios de unión de activadores 
y represores y los promotores se salva mediante la for- 
mación de un lazo por el DNA que los separa (Fig. 
28-5). La formación del lazo se ve facilitada en algunos 
casos por proteínas denominadas reguladores a 
tectónicos, que se unen a sitios inte redi 
racción propiamente dicha entre los 'getiade PA 
RNA polimerasa en el promotor está mediada 1 por pro- 
teínas de intermediación, denominadas coactivadores. 
En algunos casos, represores proteicos pueden ocupar 
el lugar de los coactivadores, uniéndose a los activado- 
res e impidiendo la interacción activadora. 


Muchos genes bacterianos están agrupados y se regulan 
en operones 


Las bacterias tienen un mecanismo general sencillo 
para coordinar la regulación de los genes que codifican 
productos implicados en una serie de procesos relacio- 
nados: estos genes están agrupados en el cromosoma y 
se transcriben juntos. Muchos mRNA bacterianos son 
policistrónicos (múltiples genes en un único transcrito) 
y el promotor único que inicia la transcripción del grupo 
es el sitio de regulación para la expresión de todos los 
genes del grupo. El grupo de genes y el promotor, más 
secuencias adicionales que funcionan conjuntamente en 
la regulación, se denomina operón (Fig. 28-6). Es 
habitual que los operones incluyan de dos a seis genes 
transcritos como una unidad; algunos operones contie- 
nen 20 o más genes. La identidad y el orden de los genes 
en un operón no son aleatorios. En muchas ocasiones, 
los genes de un mismo operón codifican subunidades de 
un complejo proteico más grande, y la co-traducción 
permite directamente el ensamblaje del complejo. Algu- 
nos operones organizan genes involucrados en procesos 
relacionados que requieren una regulación coordinada. 
En otros casos, los genes podrían no parecer relaciona- 
dos, pero codifican productos requeridos por la célula 
bajo condiciones similares. 
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Francois Jacob, 1920-2013 
[Fuente: Corbis/Bettmann. ] 


Jacques Monod, 1910-1976 
[Fuente: Corbis/Bettmann.] 


Muchos de los principios de la expresión génica 
bacteriana fueron definidos por primera vez gracias a 
los estudios del metabolismo de la lactosa en E. coli, 
que puede utilizar lactosa como única fuente de carbo- 
no. En 1960, Francois Jacob y Jacques Monod publica- 
ron un breve artículo en los Proceedings de la Acade- 
mia Francesa de Ciencias que describía la forma en que 
dos genes adyacentes implicados en el metabolismo de 
la lactosa estaban regulados de forma coordinada por 


FIGURA 28-7 Metabolismo de la lactosa en E. coli. La captación y el 
metabolismo de la lactosa requieren las actividades de la galactósido 
(lactosa) permeasa y de la S-galactosidasa. La conversión de la lactosa 
en alolactosa mediante transglucosilación es una reacción minoritaria 
también catalizada por la S-galactosidasa. 
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FIGURA 28-8 El operón fac. (a) En el operón /ac, el gen laci codifica el 
represor Lac. Los genes lac Z, Y, y A codifican la fP-galactosidasa, la 
galactósido permeasa y la tiogalactósido transacetilasa, respectiva- 
mente. P es el promotor para los genes lac y P, es el promotor para el 
gen 1 O, es el operador principal del operón łac O, y O, son sitios 
secundarios del operador con menor afinidad por el represor Lac. En el 
recuadro se muestra la repetición invertida a la que se une el represor 
Lac en O, (b) Ei represor Lac se une al operador principal y a O, u O, 
formando, aparentemente, un lazo en el DNA. (c) El represor Lac (PDB 
iD 2PE5) (tonos de rojo) unido a segmentos cortos y discontinuos de 
DNA (en azu! y naranja). [Fuente: (c) PDB ID 2PE5, R. Daber et al., J. 
Mal, Biol. 370:609,2007] 


un elemento génico situado en un extremo del grupo de 
genes. Los genes eran los de la P-galactosidasa, que 
hidroliza la lactosa en galactosa y glucosa, y la galactó- 
sido permeasa (lactosa permeasa, p. 418), que trans- 
porta la lactosa al interior de la célula (Fig. 28-7). Los 
términos “operón” y “operador” fueron introducidos por 
primera vez en este artículo. Con el modelo del operón, 
la regulación génica se pudo abordar, por primera vez, 
en términos moleculares. 


El operón /ac está sujeto a regulación negativa 


El operón de la lactosa (lac) (Fig. 28-8a) incluye los 
genes de la G-galactosidasa (Z), la galactósido permeasa 
(Y), y la tiogalactósido transacetilasa (A). El último de 
estos enzimas parece ser que modifica tos galactósidos 
tóxicos para facilitar su eliminación de la célula. Cada 
uno de los tres genes está precedido por un sitio de 


unión a ribosomas (no mostrado en la Fig. 28-8), que 
dirige independientemente la traducción de cada gen 
(Capítulo 27). La regulación del operón lac sigue el 
modelo mostrado en la Figura 28-4a. 

El estudio de los mutantes del operón lac ha reve- 
lado algunos detalles del funcionamiento del sistema de 
regulación del operón. En ausencia de lactosa, los genes 
del operón lac están reprimidos. Mutaciones en el ope- 
rador o en otro gen, el gen 7, provocan la síntesis cons- 
titutiva de los productos génicos. Cuando el gen f es 
defectivo, puede restablecerse la represión mediante la 
introducción de un gen 7 funcional dentro de la célula 
en otra molécula de DNA, lo que demuestra que el gen 
I codifica una molécula difundible que provoca la repre- 
sión génica. Se demostró que esta molécula era una 
proteína, ahora denominada represor Lac, un tetrámero 
de monómeros idénticos. El operador al que se une más 
fuertemente (O,) es contiguo al sitio de inicio de la 
transcripción (Fig. 28-8a). El gen F se transcribe a partir 
de su propio promotor (P,), independientemente de los 
genes del operón lac. El operón lac tiene dos sitios de 
unión secundarios para el represor Lac, O, y O,. O, está 
centrado cerca de la posición +410, dentro del gen que 
codifica la P-galactosidasa (Z); O, está cerca de la posi- 
ción -90, dentro del gen /. Para reprimir el operón, el 
represor Lac parece que se une tanto al operador prin- 
cipal como a uno de los dos sitios secundarios, con el 
DNA interpuesto formando un lazo (Fig. 28-8b, c). 
Cualquiera de las dos formas de unión bloquea el inicio 
de la transcripción. 

A pesar de la complejidad del complejo de unión, la 


AOS absoluta. La unión del represor Lac 
reduce de inicio de la transcripción en un factor 
de 10. Si los sitios O, y O, se eliminan por deleción o 
mutación, la unión del represor solamente a O, reduce 
la transcripción en un factor de alrededor de 10°. Inclu- 
so en el estado reprimido, las células tienen unas pocas 
moléculas de Pgalactosidasa y galactósido permeasa, 
sintetizadas presumiblemente en las raras ocasiones en 
que el represor se disocia transitoriamente de los ope- 
radores. Este nivel basal de transcripción es esencial 
para la regulación del operón. 

Cuando se suministra lactosa a las células, se indu- 
ce el operón lac. Una molécula inductora (señal) se 
une a un sitio específico del represor Lac, produciendo 
un cambio conformacional, que provoca la disociación 
del represor del operador. El inductor en el sistema del 
operón lac no es la propia lactosa sino la alolactosa, un 
isómero de la lactosa (Fig. 28-7). Una vez en el interior 
de la célula de E. coli (mediante las pocas moléculas de 
permeasa existentes), la lactosa se convierte en alolac- 
tosa por una de las pocas moléculas de P-galactosidasa 
presentes. La liberación del represor Lac, provocada 
por la unión de la alolactosa al represor, permite que 
los genes del operón lac se expresen y den lugar a un 
incremento de 10% veces en la concentración de B-ga- 
lactosidasa. 

Varios P-galactósidos relacionados estruecturalmen- 
te con la alolactosa son inductores del operón lac, pero 
no son sustratos de la P-galactosidasa; otros son sustra- 
tos pero no inductores. Un inductor particularmente 
efectivo y no metabolizable del operón lac, que a menu- 
do se utiliza experimentalmente, es el isopropiltiogalac- 
tósido (IPTG). 
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Un inductor que no se pueda metabolizar permite estu- 
diar la función fisiológica de la lactosa como fuente de 
carbono para el crecimiento, con independencia de su 
función en la regulación de la. expresión génica. 

Además de la multitud de operones conocidos 
actualmente en bacterias, se han encontrado unos 
cuantos operones policistrónicos en células de cucario- 
tas inferiores. En las células de eucariotas superiores, 
en cambio, casi todos los genes que codifican proteínas 
se transcriben separadamente. 

El mecanismo de regulación de los operones puede 
diferir significativamente del modelo sencillo presenta- 
do en la Figura 28-8. Incluso el operón iac es más com- 
plejo de lo que se ha indicado aquí, pues un activador 
también contribuye al esquema general, tal como vere- 
mos en la Sección 28.2, Antes de continuar con la discu- 
sión de los niveles de regulación de la expresión génica, 
examinaremos las interacciones moleculares fundamen- 
tales entre las proteínas que se unen al DNA (tales 
como represores y activadores) y las secuencias de 
DNA a las que se unen. 
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Las proteinas reguladoras tienen dominios 
independientes de unión al DNA 


Las proteínas reguladoras se unen generalmente a 
secuencias específicas de DNA. Sus afinidades por estas 
secuencias diana son aproximadamente de 10* a 10° 
veces mayores que sus afinidades por cualquier otra 
secuencia de DNA. La mayoría de proteínas reguladoras 
tienen dominios independientes de unión al DNA que 
contienen subestructuras que interaccionan exacta y 
específicamente con el DNA. Estos dominios de unión 
incluyen, por lo general, uno o más grupos relativamen- 
te pequeños de motivos estructurales reconocibles y 
característicos. 

Para unirse específicamente a las secuencias del 
DNA, las proteínas reguladoras tienen que reconocer 
características de superficie del DNA. La mayoría de los 
grupos químicos que distinguen las cuatro bases y per- 
miten la discriminación entre pares de bases son grupos 
dadores o aceptores de enlaces de hidrógeno que se 
encuentran expuestos en el surco mayor del DNA 
(Fig. 28-9), y la mayoría de los contactos proteína-DNA 
que confieren especificidad son enlaces de hidrógeno. 
Una excepción notable es la superficie no polar cerca del 
C-5 de las pirimidinas, donde la timina se distingue fácil- 
mente de la citosina por su grupo metilo protuberante. 
Los contactos proteína-DNA también son posibles en el 
surco menor del DNA, pero en este caso los patrones de 
enlaces de hidrógeno no permiten generalmente uma 
fácil discriminación entre pares de bases. 

Dentro de las proteínas reguladoras, las cadenas 

e los aminoácidos que más a menudo forman 
CN. giaa con las bases del DNA son las de 
ASN, Gin, Glu, Lys, y Arg. ¿Existe un código de recono- 
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FIGURA 28-9 Grupos en el DNA disponibles para la unión de proteí- 
nas. (a) Aquí se muestran los grupos funcionales de tos cuatro pares de 
bases que están expuestos en los surcos mayor y menor del DNA 
(véase la Fig. 8-13). Los átomos aceptores y dadores en puentes de 
hidrógeno están indicados por discos azules y rojos, respectivamente. 
Otros átomos de hidrógeno están indicados en discos púrpura y los gru- 


pos metilo er discos amarillos. (b) Los patrones de reconocimiento para 
cada par de bases, de izquierda a derecha, están indicados en la parte 
inferior. La mucha mayor variación de los patrones del surco mayor da 
lugar a una mayor discriminación en el surco mayor que en el menor. 
[ Fuente: Información de J. L, Huret, Atlas Genet. Cytogenet. Oncol. Haema- 
tol, 2006, http/atlasgeneticsoncology.org/Educ/DNAEnglID3000"ES.htmi] 


1126 Regulación de la expresión génica 


14 
R=N=E=E=R 
H O h 14 
| | H CH, 
R—N—¢—C—R Arginina | 
Glutmina Io CH) 
H CH, | 
(o aspargina) | CH, 
CH, | 
€ i 
AN sl 
RS, A T 
MH —x Z \ à H 
N N Hı = - 
nO = 
NH 5 de IA N 
N Nos L 6 7 
7 ley N ai S 'H at 
4 O ya N 
i 
HHN N 
Y 
H 


Timina =Adenina Citosina = Guanina 


FIGURA 28-10 interacciones específicas entre un residuo aminoá- 
cido y un par de bases. Los dos ejemplos mostrados se han observado 
en uniones DNA -proteina. 


cimiento simple en el que un aminoácido particular 
siempre se aparee con una base particular? Los dos 
enlaces de hidrógeno que se pueden formar entre Gln o 
Asn y las posiciones N’ y N-7 de la adenina no se pueden 
formar con ninguna otra base, mientras que un residuo 
Arg puede formar dos enlaces de hidrógeno con el N-7 
y el O° de la guanina (Fig. 28-10). El examen de las 
estructuras de muchas proteínas de unión al DNA ha 
mostrado, no obstante, que una proteína pueda 
cer cada par de bases de más de una manert 
llevado a la conclusión de que no existe un 
reconocimiento simple de un aminoácido por una base. 
En algunas proteínas, la interacción Gln-adenina puede 
especificar el par de bases A=T, pero en otras el recono- 
cimiento de los pares de bases A=T depende de una 
cavidad de van der Waals para el grupo metilo de la 
timina. Todavía no es posible examinar la estructura de 
una proteína de unión al DNA y deducir la secuencia de 
DNA a la que se une. 

Para interaccionar con las bases en el surco mayor 
del DNA, una proteína requiere una subestructura rela- 
tivamente pequeña que sobresalga de forma estable de 
la superficie de la proteína. Los dominios de unión al 
DNA de las proteínas reguladoras tienden a ser peque- 
ños (de 60 a 90 residuos aminoácidos) y los motivos 
estructurales dentro de estos dominios que están efec- 
tivamente en contacto con el DNA son todavía más 
pequeños. Muchas proteínas pequeñas son inestables 
debido a su limitada capacidad para formar estructuras 
estratificadas que oculten los grupos hidrofóbicos. Los 
motivos de unión al DNA o forman una estructura esta- 
ble muy compacta o facilitan que un segmento forme 
una protuberancia en la superficie de la proteína. 

Los sitios de unión al DNA de las proteínas regula- 
doras son a menudo repeticiones invertidas de una 
secuencia de DNA corta (un palíndromo) a la que múl- 
tiples subunidades (normalmente dos) de una proteína 
reguladora se unen cooperativamente. El represor Lac 
es inusual, pues funciona como un tetrámero, con dos 
dímeros unidos por los extremos más álejados de los 
sitios de unión al DNA (Fig. 28-8b). Una célula de E. 
coli contiene normalmente alrededor de 20 tetrámeros 


del represor Lac. Cada uno de los dímeros se une sepa- 
radamente a una secuencia operadora palindrómica en 
contacto con 17 pb de una región de 22 pb en el operón 
lac. Cada uno de los dímeros puede unirse independien- 
temente a una secuencia operadora, uno se une gene- 
ralmente a O, y el otro a O, u O, (como en la Figura 
28-8b). La simetría de la secuencia del operador O, se 
corresponde con el eje de simetría binario de dos subu- 
nidades del represor Lac apareados. El represor Lac 
tetramérico se une a las secuencias de su operador in 
vivo con una constante de disociación in vivo estimada 
de 10* u. El represor discrimina entre los operadores y 
otras secuencias en un factor de alrededor de 10%; por 
tanto, la unión a estos pocos pares de bases entre los 
aproximadamente 4,6 millones del cromosoma de E. 
coli es altamente específica. 

Se han descrito varios motivos de unión al DNA, 
pero aquí nos centraremos en dos que juegan un papel 
principal en la imión al DNA de las proteínas regulado- 
ras: la hélice-giro-hélice y el dedo de zinc. También 
consideramos dos otros tipos de estos motivos: el 
homeodominio y el motivo de reconocimiento de RNA, 
el cual, como su nombre indica, también se une a RNA; 
ambos motivos juegan importantes roles en algunas 
proteínas reguladoras de eucariotas. l 


Hélice-giro-hélice Este motivo de unión al DNA es cru- 
cial para la interacción de muchas proteínas regulado- 
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FIGURA 28-11 Hélice-giro-hélice. (a) El dominio de unión al DNA del 
represor Lac unido al DNA (azul y naranja). El motivo hélice-giro-hélice 
se muestra en azul oscuro y púrpura; la hélice de reconocimiento del 
DNA en púrpura (b) El represor Lac completo. Los dominios de unión al 
DNA en azul claro y las hélices a implicadas en la tetramerización en 
verde. El resto de la proteína (tonos de rojo) tiene el sitio de unión para 
la alolactosa. Los dominios de unión a la alolactosa están unidos a los 
dominios de unión al DNA mediante hélices de conexión (en amarillo). 
[Fuente : PDB ID 2PES, R. Daber et al., J. Mol. Bio! 370:609, 2007.] 
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FIGURA 28-12 Dedos de zinc. Tres dedos de zinc (tonos de rojo) de la 
proteína reguladora Zif268, formando un complejo con el DNA (en 
azul). Cada Zn está coordinado con dos residuos His y dos de Cys. 
[Fuente: PDB iD 1ZAA, N. P. Pavletich y C.O. Pabo, Science 252:809, 
1991.] 


ras bacterianas con el DNA; también se han encontrado 
motivos similares en algunas proteínas reguladoras 
eucarióticas. El motivo hélice-giro-hélice consta de 
unos 20 aminoácidos en dos cortos segmentos a-heli- 
coidales, cada uno con siete a nueve residuos aminoáci- 
dos de longitud, separados por un giro 4 (Fig. 28-11). 
Esta estructura generalmente no es estable por sí sola; 
es simplemente la porción reactiva de un dominio de 
unión al DNA algo mayor. Uno de los dos segmentos 
a-helicoidales se denomina hélice de reconocimiento 
porque habitualmente contiene muchos de los aminoá- 
cidos que interaccionan con el DNA qe especifi 

de secuencia. Esta hélice 4 está apilad: (Gub 
segmentos de la estructura proteica de tal manera q 
sobresale de la superficie de la proteína. Cuando está 
unida al DNA, la hélice de reconocimiento se sitúa en el 
interior o cerca del surco mayor. El represor Lac tiene 
este motivo de unión al DNA (Fig. 28-11). 


Dedo de zinc En un dedo de zine, unos 30 residuos 
aminoácidos forman un lazo alargado sujeto por su base 
por un único ión Zn**, coordinado con cuatro de los 
residuos (cuatro Cys o dos Cys y dos His). El zinc no 
interacciona por sí mismo con el DNA; más bien, la 
coordinación del zinc con los residuos aminoácidos 
estabiliza este pequeño motivo estructural. Varias cade- 
nas laterales hidrofóbicas en el núcleo de la estructura 
también contribuyen a la estabilidad. La Figura 28-12 
muestra la interacción entre el DNA y tres dedos de zinc 
de un único polipéptido de la proteína reguladora Zif 
268 del ratón. 

Muchas proteínas de unión al DNA eucarióticas 
poseen dedos de zinc. La interacción de un único dedo 
de zinc con el DNA es débil, y muchas proteínas que se 
unen al DNA, tal como Zif268, tienen múltiples dedos de 
zinc que potencian notablemente la unión interaccio- 
nando simultáneamente con el DNA. Una proteína de 
unión al DNA de la rana Xenopus tiene 37 dedos de 
zinc. Existen pocos ejemplos conocidos de motivos con 
dedos de zinc en las proteínas bacterianas. 

La manera precisa por la que las proteínas con 
dedos de zinc se unen al DNA varía de una proteína a 
Otra. En unos casos los dedos de zinc contienen resi- 
duos aminoácidos que son importantes en la discrimina- 
ción de secuencias, mientras que en otros parece que se 
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FIGURA 28-13 Homeodominio. Aquí se muestran dos homeodomi- 
nios unidos al DNA. En cada homeodominio se puede ver una de las 
hélices œ (púrpura), apilada sobre otras dos (azul oscuro y gris), y qaue 
sobresalen del surco mayor. Esta es solamente una pequeña parte de 
una proteina de la clase Pax mucho más grande, implicada en la regula- 
ción del desarrollo en la mosca del vinagre (véase la Sección 28.3). 
[Fuente: PDB ID 1FIL, D. D. Wilson et ai., Celt 82:709,1995.] 


unen al DNA de forma no específica (los aminoácidos 
requeridos para la especificidad se encuentran en otro 
lugar de la proteína). Los dedos de zinc también funcio- 
nan como motivos de unión al RNA; por ejemplo, ciertas 
proteínas se unen a mRNA eucarióticos y actúan como 


FAO de la traducción. Este papel se discutirá más 
adelante ( 


Sección 28.3). 


El homeodominio Se ha identificado otro dominio de 
unión al DNA en algunas proteínas que actúan como 
reguladores de la transcripción, especialmente durante 
el desarrollo de los eucariotas. Este dominio de 60 resi- 
duos aminoácidos, denominado homeodominio, ya 
que fue descubierto en los genes homeóticos (genes 
que regulan el desarrollo de los patrones corporales), 
está altamente conservado y se ha identificado en pro- 
teínas de una amplia variedad de organismos, incluidos 
los humanos (Fig. 28-13). El segmento de unión al 
DNA del dominio está relacionado con el motivo héli- 
ce-giro-hélice. La secuencia de DNA que codifica este 
dominio se denomina caja homeo. 


Motivo de reconocimiento de RNA Un dominio de unión 
a RNA no está fuera de lugar en esta discusión. Los 
motivos de reconocimiento de RNA (RRMs) se 
encuentran en algunos activadores de genes eucarióti- 
cos, donde pueden tener una doble función de unión 
tanto a DNA como a RNA, Cuando se unen a lugares 
específicos del DNA, estos activadores inducen la trans- 
cripción. Los mismos activadores están a veces regula- 
dos en parte por IncRNAs específicos que compiten por 
la unión al DNA y reducen la transcripción génica. Otras 
proteínas con RRMs se unen a mRNA, rRNA, o cualquie- 
ra de la gama de RNAs pequeños no-codificantes, El 
RRM consiste en 90 a 100 aminoácidos, dispuestos en 
una hoja beta antiparalela de cuatro hilos intercalada 
contra dos hélices alfa, con una tipología 8-a -8,-8,- 
a,b, (Fig. 28-14). Este motivo puede estar presente 
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(a) pl RMM domain 


FIGURA 28-14 Motivos de reconocimiento de RNA (RRMs). Se 
muestra un RRM de la subunidad p50 de la proteína reguladora NF-kB, 
unida a (a) DNA y (b) RNA. Las interacciones de enlaces de hidrógeno 
entre residuos aminoacíidicos particulares y las bases de DNA o RNA se 
muestran con líneas negras. NF-kB es el nombre de una familia de facto- 


como parte de proteínas reguladoras de unión al DNA 
que también tienen otros motivos de unión al DNA, o 
pueden ocurrir en proteínas que se unen únicamente al 
RNA. 


5 
Las proteínas reguladoras también tienen wma PARADE 


de interacción proteína-proteína 


Las proteínas reguladoras contienen dominios no sólo 
para la unión al DNA sino también para interacciones 
proteína-proteína: con la RNA polimerasa, otras proteí- 
nas reguladoras u otras subunidades de la misma proteí- 
na reguladora. Entre ellas, se cuentan muchos factores 
de transcripción eucarióticos que funcionan como acti- 
vadores génicos, que a menudo se unen al DNA como 
dímeros, utilizando dominios de unión al DNA que con- 
tienen dedos de zinc. Algunos dominios estructurales 
están implicados en las interacciones necesarias para la 
formación de dímeros que, generalmente, es un requisi- 
to previo para la unión al DNA. Como en los motivos de 
unión al DNA, los motivos estructurales que intervienen 
en las interacciones proteína-proteína forman parte, 
habitualmente, de alguna entre unas pocas categorías. 
Dos ejemplos importantes son la cremallera de leuci- 
na y la hélice-lazo-hélice básica. Los motivos estruc- 
turales de este tipo son el fundamento de la clasifica- 
ción de algunas proteínas reguladoras en familias 
estructurales. 


La cremallera de leucina La cremallera de leucina 
consiste en una hélice a anfipática con una serie de 
residuos aminoácidos hidrofóbicos concentrados en un 
lado (Fig. 28-15), con la superficie hidrofóbica forman- 
do el área de contacto entre los dos polipéptidos del 
dímero. Una característica notable de estas hélices a es 
la existencia de residuos de Leu en cada séptima posi- 
ción, formando una línea recta a lo largo de la superficie 
hidrofóbica. Aunque inicialmente se pensó que los resi- 


A RMM domain 


res de transcripción eucariotas estructuralmente relacionados que regu- 
lan procesos desde respuestas inmunes e inflamatorias, hasta creci- 
miento celular y apoptosis. [Fuentes: (a) PDB ID 100A, D. B. Huang et 
al, Proc. Nat! Acad. Sci. USA 100:9268, 2003. (b) PDB ID 1VKX, F.E 
Chen et al, Nature 391:410, 1998.] 


duos de Leu estaban interdigitados (de ahí el nombre de 
“cremallera”), ahora sabemos que se alinean uno al lado 
de otro en las hélices a que interaccionan enrollándose 
una en torno de la otra (formando una hélice espiralada;, 
proteínas reguladoras con cremalleras 
en tener un dominio de unión al DNA 
separado con una elevada concentración de residuos 
básicos (Lys o Arg), que pueden interaccionar con los 
fosfatos cargados negativamente del esqueleto del DNA. 
Las cremalleras de leucina se han encontrado en 
muchas proteínas eucarióticas y en algunas proteínas 
bacterianas. 


Hélice-lazo-hélice básica Otro motivo estructural fre- 
cuente, la hélice-lazo-hélice básica, se da en algunas 
proteínas reguladoras eucarióticas implicadas en el 
control de la expresión génica durante el desarrollo de 
los organismos multicelulares. Estas proteínas compar- 
ten una región conservada de unos 50 residuos aminoá- 
cidos importantes tanto en la unión al DNA como en la 
dimerización de las proteínas. Esta región puede formar 
dos hélices œ anfipáticas cortas unidas por un lazo de 
longitud variable, la hélice-lazo-hélice (diferente del 
motivo hélice-giro-hélice, implicado en la unión al 
DNA). Los motivos hélice-lazo-hélice de dos polipépti- 
dos interaccionan para formar dímeros (Fig. 28-16). 
En la unión al DNA de estas proteínas interviene una 
corta secuencia de aminoácidos adyacente con abun- 
dantes residuos básicos, similar a la región de unión al 
DNA separada de las proteínas que contienen cremalle- 
ras de leucina. 


Interacciones proteína-proteína en las proteínas regula- 
doras eucarióticas La mayoría de genes de los eucariotas 
están regulados por activadores y la mayoría son mono- 
cistrónicos. Si fuese necesario un activador diferente 
para cada gen, el número de activadores (y de genes 
que los codifican) debería ser equivalente al número de 


(a) P 
Origen reguladora Secuencia de aminoácidos 


Región de unión al DNA 
C/EBP DKNSNEYRY 
Mamifero 


E 


Jun SQERIKAER 
Fos EERRRIRRI E 
GCN4 PESSDPAAL 


Levadura 


SOecUEndÍA - - - -----=- 
consenso 


(b) 


Región de 
unión al DNA 


FIGURA 28-15 Cremalieras de leucina. (a) Comparación de las 
secuencias de aminoácidos de varias proteínas con cremalleras de teu- 
cina. Observe los residuos Leu (L) (en rojo) que se encuentran en cada 
séptima posición de la región de la cremallera y el número de residuos 
Lys (K) y Arg (R) en la región de unión al DNA (en amarillo). (b) (ROB 


ID TYSA) Cremallera de leucina de la proteína Aftivador f 
levadura. Sólo se muestran las hélices œ "en cre PA, 

genes regulados. Sin embargo, en levadura unos 300 
factores de transcripción (muchos de ellos activadores) 
son responsables de la regulación de muchos millares 


de genes. Muchos factores de transcripción regulan la 
inducción de múltiples genes, pero la mayoría de genes 
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FIGURA 28-16 Hélice-lazo-hélice. (PDB ID 1HLO) El factor de trans- 
cripción humano Max, unido a su sitio diana del DNA. La proteína es 
dimérica; una subunidad está coloreada. La hélice de reconocimiento 
(rosa) está unida a través del lazo a la hélice que forma el dímero (azul 
claro), que se solapa can el extremo carboxilo-terminal de la subunidad. 
La interacción de las hélices carboxilo-terminales de las dos subunidades 
adoptan la conformación de hélice espiralada, muy similar a la de las 
cremalleras de leucina (véase la Fig. 28-15b), pero con un solo par de 
residuos Leu interaccionando (las cadenas laterales en rojo de la dere- 
cha) en este ejemplo particular. El conjunto de la estructura se denomina 
a veces motivo hélice-lazo-hélice/cremallera de leucina, [Fuente: PDB ID 
FHLO, P. Brownlie et al., Structure 5:509, 1997 ] 
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dentes de diferentes subunidades de la proteina dimérica. Las dos héli- 
ces se enrollan una en torno a la otra formando una suave hélice espira- 
lada. Las cadenas laterales de Leu que interaccionan y los residuos 
conservados en la región de unión al DNA están coloreados según la 
secuencia mostrada en (a). [Fuente: (a) información de 5. L. McKnight, 
i Am. 264 (Abril):54, 1991. (b) PDB !D 1YSA, T, E. Ellenberger et al., 
078/1992] 


están regulados por múltiples factores de transcripción 
(por ejemplo, ver Fig. 15-25). La correcta regulación de 
diferentes genes se consigue utilizando diferentes com- 
binaciones de un repertorio limitado de factores de 
transcripción para cada gen, fenómeno denominado 
control combinatorio. 

El control combinatorio se consigue en parte mez- 
clando y asociando las variantes dentro de una familia 
de proteínas reguladoras para formar una serie de díme- 
ros proteicos activos. Se han definido varias familias de 
factores de transcripción eucarióticos sobre la base de 
estrechas similitudes estructurales. Dentro de cada 
familia, los dímeros se pueden formar entre dos proteí- 
nas idénticas (un hormodímero) o entre dos miembros 
diferentes de la familia (un heterodímero). Una familia 
hipotética de cuatro proteínas con cremalleras de leuci: 
na diferentes podría formar, por tanto, hasta diez espe- 
cies diméricas distintas. En muchos casos, las diferen- 
tes combinaciones tienen distintas propiedades regula- 
doras y funcionales y actúan en la regulación de genes 
diferentes. Tal como se verá muchas proteínas regula- 
doras de este tipo funcionan en la regulación de la 
mayoría de genes eucarióticos lo que constituye una 
contribución adicional en el control combinatorio. 

Además de los dominios estructurales implicados 
en la unión al DNA y la dimerización que dirigen una 
proteína determinada hacia un gen concreto, muchas 
proteínas reguladoras tienen dominios que han de Inte- 
raccioñar con la RNA polimerasa, con RNAs regulado- 
res, con otras proteínas reguladoras no relacionadas, o 
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con alguna combinación de las tres. Se han caracteriza- 
do al menos tres tipos diferentes de dominios adiciona- 
les para la interacción proteína-proteína (principalmen- 
te en eucariotas): dominios ricos en glutamina, ricos en 
prolina y acídicos, cuyos nombres reflejan los residuos 
aminoácidos que son especialmente abundantes. 

Las interacciones de unión proteína-DNA y proteí- 
na-RNA son la base de los complejos circuitos regulado- 
res fundamentales para la función génica. A continua- 
ción, examinaremos más detalladamente los esquemas 
de regulación génica, primero en los sistemas bacteria- 
nos y después en los eucarióticos. 


RESUMEN 28.1 Principios de regulación génica 


E La expresión de los genes está regulada por proce- 
sos que influyen en la velocidad de síntesis y degrada- 
ción de los productos génicos. La regulación tiene lugar 
en buena medida a nivel del inicio de la transcripción en 
promotores específicos, mediante la intervención de 
proteínas reguladoras, que pueden tanto reprimir la 
transcripción (regulación negaliva) como activarla 
(regulación positiva). 

E En las bacterias, los genes que codifican productos 
con funciones interdependientes se encuentran a menu- 
do agrupados en un operón, que actúa como una unidad 
de transcripción. La transcripción de los genes se blo- 
quea generalmente por la unión de una proteína repre- 
sora específica en un sitio del DNA denominado opera- 
dor. Una molécula específica pequeña, un inductor, 


provoca la disociación del represor del ope . Estos 
principios se establecieron por primera vez si; i 


dios del operón lactosa (iac). El represor Lac 3é Bei 
del operador lac cuando el represor se une a su induc- 
tor, la alolactosa. 

MM Las protefnas reguladoras son proteínas de unión al 
DNA que reconocen secuencias específicas del DNA; la 
mayoría poseen dominios de unión al DNA característi- 
cos. Entre estos dominios, son comunes los motivos 
estructurales de unión al DNA (y/o al RNA) la hélice-gi- 
ro-hélice, el dedo de zinc, el homeodominio y el motivo 
de reconocimiento de RNA. 

E Las proteínas reguladoras también contienen domi- 
nios de interacción proteína-proteína, entre los que se 
encuentran la cremallera de leucinas y la hélice-lazo-hé- 
lice, que están implicados en la dimerización, y otros 
motivos responsables de la activación de la transcrip- 
ción. La mezcla y coincidencia de elementos de familias 
proteicas para formar factores de transcripción diméri- 
cos hace posible una regulación más eficiente y precisa 
mediante el control combinatorio. 


28.2 Regulación de la expresión génica 
en bacterias 


Como en muchas otras áreas de la investigación bioquí- 
mica, el estudio de la regulación de la expresión génica 
en las bacterias avanzó antes y con mayor rapidez que 
en otros organismos de experimentación, Los ejemplos 
de regulación génica bacteriana que aquí se presentan 
se han escogido entre una serie de sistemas bien estu- 
diados, en parte por su importancia histórica, pero 
principalmente porque dan una buena visión de la varie- 


dad de mecanismos reguladores utilizados por las bac- 
terias. Muchos de los principios de la regulación génica 
bacteriana son también aplicables a la expresión génica 
en células eucariotas. 

Empezaremos examinando los operones de la lacto- 
sa y el triptófano; ambos sistemas tienen proteínas 
reguladoras, pero los mecanismos generales de regula- 
ción son muy diferentes. Seguiremos con una breve 
discusión de la respuesta SOS en E. coli, que ilustra 
cómo genes dispersos por todo el genoma pueden estar 
regulados de forma coordinada. Posteriormente descri- 
biremos dos sistemas bacterianos muy distintos, que 
ilustran la diversidad de mecanismos de regulación 
génica: la regulación de la síntesis de proteínas ribosó- 
micas a nivel de traducción, en la que muchas de las 
proteínas reguladoras se unen al RNA (en lugar del 
DNA), y la regulación de un proceso denominado 
“variación de fase” en Salmonella, que es consecuencia 
de la recombinación genética. Finalmente, examinare- 
mos algunos ejemplos adicionales de regulación pos- 
transcripcional en los cuales el RNA modula su propia 
función. 


El Operón lac está sujeto a regulación positiva 


Las interacciones operador-represor-inductor descritas 
anteriormente para el operón lac (Fig. 28-8) ofrecen un 
modelo intuitivo satisfactorio de la conexión/desco- 
nexión en la regulación de la expresión génica, pero en 
realidad, la regulación del operón raramente es tan 
Si ple. El ambiente de una bacteria es demasiado com- 
us genes sean controlados por una sola 
tores, además de la lactosa, afectan la 
ld de los genes lac, por ejemplo la disponibili- 
dad de glucosa. La glucosa, metabolizada directamente 
por glucólisis, es la fuente de energía preferida por E. 
coli. Otros azúcares pueden servir como principal o 
único nutriente, pero se necesitan etapas enzimáticas 
extra para preparar su entrada en la glucólisis, que 
requieren la síntesis de enzimas adicionales. La expre- 
sión de genes de proteínas que metabolicen azúcares 
como la lactosa o la arabinosa es sin duda un derroche 
si la glucosa es abundante. 

¿Qué sucede con la expresión del operón lac cuan- 
do están presentes tanto la glucosa como la lactosa? 
Otro mecanismo de regulación, denominado represión 
por catabolito, impide la expresión de los genes para 
el catabolismo de la lactosa, la arabinosa y otros azúca- 
res en presencia de glucosa, incluso cuando estos azú- 
cares secundarios también están presentes. El efecto de 
la glucosa está facilitado por el CAMP, como coactivador, 
y una proteína activadora denominada proteína recep- 
tora de CAMP, o CRP (la proteína se denomina a veces 
CAP, por proteína activadora del gen del catabolito). 
CRP es un homodímero (M, de la subunidad 22.000) 
con sitios de unión para el DNA y el cAMP. La unión está 
facilitada por un motivo hélice-giro- hélice del dominio 
de unión al DNA de la proteína (Fig. 28-17). En ausen- 
cia de glucosa, la CRP-cAMP se une a un sitio cerca del 
promotor lac (Fig. 28-18) y estimula 50 veces la trans- 
cripción del RNA. La CRP-cAMP es, por tanto, un ele- 
mento de regulación positiva sensible a los niveles de 
glucosa, mientras que el represor Lac es un elemento de 
regulación negativa sensible a la lactosa. Los dos actúan 
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FIGURA 28-17 Homodimero de CRP con cAMP unido. Obsérvese ta 
curvatura del DNA alrededor de la proteína. Está indicada ia región que 
interacciona con la RNA polimerasa (amarillo). [Fuente: PDB ID IRUN, 
G. Parkinson et al, Nature Struct. Biol. 3:837, 1996.] 


conjuntamente. CRP-cAMP tiene poco efecto en el ope- 
rón lac cuando el represor Lac está bloqueando la trans- 
cripción y la disociación del represor del operador lac 
tiene poco efecto en la transcripción del operón łac a 
menos que CRP-cAMP esté presente para facilitar la 
transcripción; cuando la CRP no está unida, el ll 
lac salvaje es un promotor relativamente débil (Ki 
28-18a, c). El complejo abierto de la qe polmer 8 
el promotor (véase la Fig. 26-6) no se 

a menos que esté presente CRP-cAMP. La CRP cl - 
ciona directamente con la RNA polimerasa (en la región 
mostrada en la Fig. 28-17) a través de la subunidad a de 
la polimerasa 

El efecto de la glucosa sobre la CRP está facilitado 
por la interacción del cAMP (Fig. 23-18). La CRP se une 
al DNA con mayor afinidad cuando las concentraciones 
de cAMP son altas. En presencia de glucosa, la síntesis 
de cAMP está inhibida y se estunula la salida de cAMP 
de la célula. A medida que desciende la [cAMP], dismi- 
nuye la unión de la CRP al DNA y, en consecuencia, 
también disminuye la expresión del operón lac. Una 
fuerte inducción del operón lac requiere tanto lactosa 
(para inactivar el represor lac) como una baja concen- 
tración de glucosa (para provocar un aumento de la 
[CAMP] así como de la unión del cAMP a la CRP). 

La CRP y el cAMP están implicados en la regula- 
ción coordinada de muchos operones, especialmente 
aquellos que codifican enzimas para el metabolismo de 
azúcares secundarios tales como la lactosa y la arabino- 
sa. Una red de operones con un regulador común se 
denomina regulón, Esta organización, que permite 
levar a cabo cambios coordinados en las funciones 
celulares, que pueden implicar la acción de centenares 
de genes, es un tema de gran importancia en la expre- 
sión regulada de redes dispersas de genes en eucario- 
tas. Otros regulones bacterianos son el sistema del gen 
del choque térmico que responde a cambios de tempe- 
ratura y los genes inducidos en E. coli como parte de 
la respuesta SOS frente a las lesiones del DNA, descri- 
tos más adelante. 
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FIGURA 28-18 Regulación positiva del operón lac por la CRP. (a) £l 
sitio de unión para la CRP-cAMP está próximo al promotor. Se muestran 
los efectos combinados de la disponibilidad de glucosa y lactosa en ta 
expresión de operón lac. En ausencia de lactosa, el represor se une al 
operador e impide la transcripción de los genes lac. No importa si la glu- 
cosa está presente (a) o ausente (b). (c) Si hay lactosa presente, el 
represor se disocia del operador. Sin embargo, si también está presente 
la glucosa, los bajos niveles de CAMP impiden la formación de CRP- 
CAMP y la unión al DNA. La RNA polimerasa puede unirse esporádica- 
mente e iniciar ta trascripción, lo que resulta en un nivel muy bajo de 
transcripción del gen lac. (d) En presencia de lactosa y niveles bajos de 
glucosa, aumenta la concentración de cAMP. Se forma el complejo CRF- 
cAMP, que facilita la unión fuerte de la RNA polimerasa al promotor fac 
y una elevada tasa de transcripción. 


Muchos genes de los enzimas de la biosíntesis 
de aminoácidos se regulan por atenuación 
de la transcripción 


Los 20 aminoácidos estándar se requieren en grandes 
cantidades para la síntesis de proteínas y E. coli puede 
sintetizarlos todos. Los genes de los enzimas requeridos 
para sintetizar un aminoácido dado están agrupados 
generalmente en un operón y se expresan siempre que 
el suministro de ese aminoácido sea inadecuado para 
cubrir las necesidades celulares. Cuando el aminoácido 
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FIGURA 28-19 El operón trp. Este operón se regula por dos mecanis- 
mos: cuando los niveles de triptófano son altos, (1) el represor (arriba a 
ha izquierda) se une a su operador y (2) la transcripción del tro mRNA se 
atenúa (véase la Fig. 28-20). La biosíntesis del triptófano por los enzi- 
mas codificados en el operón trp está representada en la parte inferior 
(véase también la Fig. 22-19). 
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rios y el operón se reprime. 


es abundante, los enzimas biosintéticos no son necesa- Niy guía de 162 nucleótidos en el extremo 5' del 


El operón del triptófano (trp) d Olh 
(Fig. 28-19) contiene los cinco genes de los enzimas 
requeridos para convertir el corismato en triptófano. 
Observe que dos de los enzimas catalizan más de un 
paso en la vía. El mRNA del operón trp tiene una vida 
media de sólo unos 3 min, lo que permite que la célula 
responda rápidamente a las necesidades cambiantes de 
este aminoácido. El represor Trp es un homodímero. 
Cuando el triptófano es abundante, se une al represor 
Trp, provocando un cambio conformacional que permite 
que el represor se una al operador trp e inhiba la expre- 
sión del operón trp. El sitio del operador trp se solapa 
con el promotor, por lo que la unión del represor puede 
bloquear la unión de la RNA polimerasa. 

Una vez más, este simple circuito de conexión/des- 
conexión facilitado por un represor no constituye la 
totalidad del sistema de regulación. Diferentes concen- 
traciones celulares de triptófano pueden variar la velo- 
cidad de síntesis de los enzimas biosintéticos en un 
intervalo de unas 700 veces. Acabada la represión y 
restablecida la transcripción, la velocidad de transcrip- 
ción se ajusta con exactitud mediante un segundo pro- 
ceso de regulación denominado atenuación de la 
transcripción, en el que la transcripción se inicia nor- 
malmente, pero se interrumpe bruscamente antes de 
que se transcriban los genes del operón. La frecuencia 
de atenuación de la transcripción está regulada por la 
disponibilidad de triptófano y depende del rígido aco- 
plamiento de la transcripción y la traducción en las 
bacterias. e 

El mecanismo de atenuación del operón trp utiliza 
señales codificadas en cuatro secuencias dentro de una 


UN La. al codón de inicio del primer gen 
La guía tiene una región denominada 
atenuador, constituida por las secuencias 3 y 4. Estas 
secuencias, se aparean para formar una estructura en 
horquilla rica en G=C, seguida inmediatamente por una 
serie de residuos U. La estructura del atenuador actúa 
como terminador de la transcripción (Fig. 28-20b). La 
secuencia 2 es un complemento alternativo para la 
secuencia 3 (Fig. 28-20c). Si se aparean las secuencias 
2 y 3, no se puede formar la estructura atenuadora y la 
transcripción continúa con los genes biosmtéticos trp; 
el lazo formado por el apareamiento de las secuencias 2 
y 3 no obstaculiza la transcripción. 

La secuencia reguladora 1 es crucial para el meca- 
nismo sensible al triptófano que determina si la secuen- 
cia 3 se aparea con la secuencia 2 (permitiendo que 
continúe la transcripción) o con la secuencia 4 (ate- 
nuando la transcripción). La formación de la estructura 
atenuadora en horquilla depende de cómo transcurra la 
traducción de la secuencia reguladora 1, que codifica 
un péptido guía (denominado así porque está codificado 
por la región guía del MRNA) de 14 aminoácidos, dos de 
los cuales son residuos Trp. El péptido guía no tiene 
ninguna otra función celular conocida; su síntesis es 
simplemente un mecamismo de regulación del operón. 
Este péptido se traduce inmediatamente después de su 
transcripción por un ribosoma que sigue de cerca a la 
RNA polimerasa a medida que avanza la transcripción. 

Cuando las concentraciones de triptófano son altas, 
las concentraciones de tRNA cargados con triptófano 
(Trp4RNA””) también son altas. Ello permite que la 
traducción proceda rápidamente, pasando por los dos 
codones Trp de la secuencia 1 hacia la secuencia 2 antes 
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Cuando los niveles de triptótano son altos, el ribosoma traduce rápidamente la secuencia 1 (marco abierto de lectura 
que codifica el péptido guía) y bloquea la secuencia 2 antes de que se transcriba la secuencia 3. La transcripción 
continuada conduce a la atenuación en la estructura atenuadora tipo terminador formada por las secuencias 3 y 4. 
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Cuando los niveles de triptófano son bajos, el ribosoma se detiene en los codones Trp de la secuencia 1. La 
formación de la estructura apareada entre las secuencias 2 y 3 impide la atenuación, debido a que la 
secuencia 3 ya no está disponible para formar la estructura atenuadora con la secuencia 4. La estructura 2:3, 


a diferencia del atenuador 3:4, no impide la transcripción. 


(b) 


FIGURA 28-20 Atenuación transcripcional en el operón trp. La trans- 
cripción se inicia al principio de la guía de 162 nucleótidos del mRNA 
codificada por una región de DNA denominada trpi (véase la Fig. 
28-19). Un mecanismo regulador determina si la transcripción se ate- 
núa al final de la guía o continúa hacia los genes estructurales. (a) trp 
mRNA guía (irpt). En el mecanismo de atenuación del operón trp 
intervienen las secuencias 1 a 4 (resaltadas) (b) La secuencia 1 codi- 
fica un péptido pequeño, el péptido guía, que contiene dos residuos Trp 
(W); se traduce inmediatamente después de que empiece la transcrip- 
ción. Las secuencias 2 y 3 son complementarias, al igua! que las 
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secuencias 3 y 4. La estructura atenuadora se forma mediante el apa- 
reamiento de las secuencias 3 y 4 (arriba). Su estructura y función son 
similares a las de un terminador de la transcripción (véase la Fig. 
26-74). El apareamiento de las secuencias 2 y 3 (abajo) impide que se 
forme la estructura atenuadora, Obsérvese que el péptido guía no tiene 
ninguna otra función celular, La traducción de su marco abierto de lec- 
tura tiene una función puramente reguladora que determina qué 
secuencias complementarias (2 y 3 0 3 y 4) se aparearán. (c) Esque- 
mas de apareamiento de bases de las regiones complementarias del 
trp MRNA guía. 
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de que la secuencia 3 sea sintetizada por la RNA polime- 
rasa. Eilo provoca que la secuencia 2 quede cubierta por 
el ribosoma y no pueda aparearse con la secuencia 3 
cuando ésta es sintetizada; se forma la estructura ate- 
nuadora (secuencias 3 y 4) y se interrumpe la transcrip- 
ción (Fig. 28-20b, arriba). En cambio, cuando las con- 
centraciones de triptófano son bajas, el ribosoma se 
atasca en los dos codones Trp de la secuencia 1 porque 
hay menos tRNA™ cargado. La secuencia 2 permanece 
libre mientras se sintetiza la secuencia 3, lo que permite 
que se apareen estas dos secuencias y se produzca la 
transcripción (Fig. 28-20b, abajo). De esta manera, la 
proporción de transcritos que se atenúa desciende a 
medida que disminuye la concentración de triptófano. 

Otros muchos operones biosintéticos de aminoáci- 
dos utilizan una estrategia de atenuación similar para 
adecuar con precisión los enzimas biosintéticos a las 
necesidades celulares. El péptido guía de 15 aminoáci- 
dos producido por el operón phe contiene siete resi- 
duos Phe. El péptido guía del operón leu tiene cuatro 
residuos Leu contiguos. El péptido guía para el operón 
his contiene siete residuos His contiguos. De hecho, en 
el operón his y en otros muchos, la atenuación es sufi- 
cientemente sensible por lo que es el único mecanismo 
de regulación. 


La inducción de la respuesta SOS requiere la destrucción 
de proteínas represoras 

Una lesión extensa del DNA en el cromosoma bacteria- 
no provoca la mducción de muchos genes si os a 
gran distancia. Esta respuesta, denominada te 

SOS, es otro buen ejemplo de regulación gén) 

nada. Muchos de los genes inducidos están implicados 
en la reparación del DNA (véase la Tabla 25-6). Las 


proteínas de regulación clave son la proteína RecA y el 
represor LexA. 
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El represor LexA (M_ 22.700) inhibe la transcrip- 
ción de todos los genes SOS (Fig. 28-21) y la inducción 
de la respuesta SOS requiere la eliminación de LexA. No 
se trata de una simple disociación del DNA en respuesta 
a la unión de una molécula pequeña, como en la regula- 
ción del operón lac, descrita anteriormente. Al contra- 
rio, el represor LexA se inactiva cuando cataliza su 
propia rotura en un enlace peptídico Ala-Gly específico, 
produciendo dos fragmentos proteicos más o menos 
iguales. A pH fisiológico, esta reacción de autocorte 
requiere la proteína RecA. RecA no es una proteasa en 
sentido clásico, pero su interacción con LexA facilita la 
reacción de autocorte del represor. Esta función de 
RecA se denomina en ocasiones actividad coproteasa. 

La proteína RecA proporciona la conexión funcional 
entre la señal biológica (lesión del DNA) y la inducción 
de los genes SOS. Una grave lesión del DNA produce 
numerosas zonas de DNA monohebra, y sólo RecA 
unida a DNA monohebra puede facilitar la rotura del 
represor LexA (Fig. 28-21, abajo). La unión de RecA en 
esas zonas estimula su actividad coproteasa, que provo- 
ca la rotura del represor LexA y la inducción de la res- 
puesta SOS. 

Durante la inducción de la respuesta SOS en una 
célula severamente dañada, RecA también corta y, por 
tanto, inactiva los represores que, de otro modo, permi- 
ten la propagación de ciertos virus en un estado lisogé- 
nico latente dentro del huésped bacteriano. Este es un 
ejemplo notable de adaptación evolutiva. Estos represo- 
res, como LexA, también sufren autocorte en un enlace 

ptídico específico Ala-Gly; por tanto, la inducción de 

S permite la replicación del virus y la 

is de la célula, con la consiguiente liberación de nue- 

vas partículas víricas. Por tanto, el bacteriófago puede 

efectuar una pronta salida de una célula huésped bacte- 
riana en peligro. 


FIGURA 28-21 Respuesta SOS en E. coli. Véase la Tabla 25-6 para 
las funciones de muchas de estas proteinas. La proteína LexA es el 
represor en este sistema, con un sitio operador (en rojo) cerca de 
cada gen. La célula normal contiene cerca de 1.000 monómeros de 
RecA ya que el gen recA no está totalmente reprimido por el repre- 
sor LexA. @ Cuando el DNA está extensamente lesionado (p. ej., 
por luz UV), se detiene la replicación del DNA y aumenta el número 
de huecos monohebra en el DNA. @ La proteína RecA se une a este 
DNA monohebra lesionado, estimulando la actividad coproteasa de 
la proteína. E) Mientras está unida al DNA, la proteina RecA facilita 
la hidrólisis e inactivación del represor LexA. Cuando se inactiva el 
represor, se inducen los genes SOS, incluido recA; los niveles de 
RecA aumentan entre 50 y 100 veces. 


La síntesis de proteínas ribosómicas está coordinada 
con la síntesis de rRNA 


En las bacterias, un incremento en la demanda celular 
de síntesis proteica se satisface mediante el incremento 
del número de ribosomas en lugar de alterar la actividad 
de los ribosomas mdividuales. En general, el número de 
ribosomas aumenta a medida que aumenta la tasa de 
crecimiento celular. Á tasas altas de crecimiento, los 
ribosomas constituyen aproximadamente el 45% del 
peso celular seco. La proporción de recursos celulares 
dedicados a la producción de ribosomas es tan grande, 
y la función de los ribosomas es tan importante, que las 
células tienen que coordinar la síntesis de los compo- 
nentes ribosómicos: las proteínas (proteínas r) y los 
RNA (rRNA). Esta regulación es diferente de los meca- 
nismos descritos hasta ahora: tiene lugar principalmen- 
te a nivel de traducción. 

Los 52 genes que codifican las proteínas r se 
encuentran distribuidos a lo largo de 20 operones como 
mínimo, cada uno con entre 1 y 1i genes. Algunos de 
estos operones también contienen los genes de las 
subunidades de la DNA primasa, la RNA polimerasa y 
los factores de elongación de la síntesis proteica, lo que 
explica el estrecho acoplamiento de la replicación, la 
transcripción y la síntesis proteica durante el crecimien- 
to celular bacteriano. 

Los operones de las proteínas r se regulan princi- 
palmente mediante un mecanismo de retroalimentación 
traduccional. Una proteína r codificada por un doen 
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FIGURA 28-22 Retroalimentación traduccional en algunos operones 
de proteínas ribosómicas. Las proteinas r que actúan como un represor 
de la traducción están coloreadas en rojo claro. Cada uno de los represo- 
res traduccionales bloquea la traducción de todos los genes de este ope- 
rón, uniéndose al sitio indicado del mRNA. Los genes que codifican las 
subunidades de la RNA polimerasa están coloreados en púrpura; los 
genes que codifican los factores de elongación están coloreados en azul, 
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jero (Fig. 28-22). En general. la proteína r que desem- 
peña el papel de represor también se une directamente 
a un rRNA. Cada proteína r represora de la traducción 
se une con mayor afinidad al rTRNA apropiado que a su 
mRNA, por lo que se une al mRNA y la traducción se 
reprime sólo si el nivel de la proteína r excede al de 
rRNA. Ello asegura que la traducción de los mRNA que 
codifican proteínas r sólo se reprima cuando la síntesis 
de estas proteínas r exceda lo necesario para producir 
ribosomas funcionales. De esta forma la velocidad de 
síntesis de proteínas r se mantiene en equilibrio con la 
disponibilidad de TRNA. 

El sitio de unión del mRNA para el represor de la 
traducción está cerca del sitio de inicio de la traducción 
de uno de los genes del operón, generalmente el primer 
gen (Fig. 28-22). En otros operones se vería afectado 
sólo ese gen en particular, ya que en los mRNA bacteria- 
nos policistrónicos la mayoría de genes tienen señales 
de traducción independientes. Sin embargo, en los ope- 
rones de proteínas r, la traducción de un gen depende 
de la traducción de todos los demás. El mecanismo de 
este acoplamiento de la traducción aún no se conoce en 
detalle. No obstante, en algunos casos la traducción de 
múltiples genes parece que se bloquea mediante el ple- 
gamiento del mRNA en una estructura tridimensional 
compleja que se estabiliza tanto por apareamiento inter- 
no como por la unión de la proteína represora de la 
traducción. Cuando el represor de la traducción está 
ausente, la unión del ribosoma y la traducción de uno o 
más genes elimina la estructura plegada del mRNA, lo 
que permite la traducción de los genes. 


Debido a que la síntesis de proteínas r está coordi- 
nada con la disponibilidad de los rRNA, la regulación de 
la producción de ribosomas refleja la regulación de la 
síntesis de rRNA. En £. coli, la síntesis de rRNA a partir 
de los siete operones de rRNA responde a la tasa de 
crecimiento celular y a los cambios en la disponibilidad 
de nutrientes cruciales, especialmente aminoácidos. La 
regulación coordinada con las concentraciones de ami- 
noácidos se denomina respuesta severa (Fig. 28-23 ). 
Cuando las concentraciones de aminoácidos son bajas, 
cesa la síntesis de rRNA. La deficiencia de aminoácidos 
provoca la unión de tRNA descargados al sitio A de los 
ribosomas; ello desencadena una secuencia de aconteci- 
mientos que empieza con la unión de un enzima deno- 
minado factor de respuesta severa (proteína RelA) 
al ribosoma. Cuando está unido al ribosoma, el factor de 
respuesta severa cataliza la formación del nucleótido 
poco común guanosina tetrafosfato (ppGpp); se añade 
pirofosfato a la posición 3°’ del GTP, en la reacción 


GPT + ATP ——. pppGpp + AMP 


A continuación, una fosfohidrolasa elimina un fosfato 
para formar ppGpp. El aumento brusco del nivel de 
PPPGPp y ppGpp en respuesta a la carencia de aminoá- 
cidos produce una gran reducción de la síntesis de 
rRNA, debida, al menos en parte, a la unión de PPGpp a 
la RNA polimerasa. 

Los nucleótidos pppGpp y ppGpp, junto con el 
cAMP, pertenecen a una clase de nucleótidos modifica- 
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FIGURA 28-23 Respuesta severa en E. coli. Esta respuesta a la falta 
de aminoácidos está provocada por la unión de un tRNA descargado en 
el sitio A de: ribosoma. Una proteína denominada factor de respuesta 
severa se une al ribosoma y cataliza la síntesis de pppGpp, que se con- 
vierte en ppGpp por una fosloh:drolasa. El ppGpp señal reduce la trans- 
cripción de algunos genes e incrementa la de otros, en parte al unirse a 
la subunidad ĝ de la RNA polimerasa y alterando la especificidad de pro- 
motor del enzima, La sintesis de rRNA se reduce Cor de 


ppGpp aumentan. © (> 


dos que actúan como segundos mensajeros celulares. 
En E. coli, estos dos nucleótidos sirven como señal de 
carencia de nutrientes, provocan grandes cambios en el 
metabolismo celular, al aumentar o disminuir la trans- 
cripción de centenares de genes. En las células eucario- 
tas, nucleótidos similares que actúan de segundos men- 
sajeros también tienen funciones de regulación múlti- 
ples. La coordinación del metabolismo celular con el 
crecimiento celular es muy compleja y, sin duda, otros 
mecanismos de regulación están am por descubrir. 


La función de algunos mRNA está regulada por pequeños 
RNA en cis o en trans 


Tal como se describe a lo largo de este capítulo, las pro- 
teínas juegan un papel importante y bien documentado 
en la regulación de la expresión génica. Pero el RNA 
también juega un papel crucial, cada vez mejor recono- 
cido a medida que se descubren nuevos casos de RNA 
reguladores. Una vez sintetizado un mRNA, sus funcio- 
nes pueden ser controladas por proteínas de unión a 
RNA, como se ha visto en los operones de las proteínas 
r recién descritos, o por un RNA. Una molécula distinta 
de RNA puede unirse al mRNA “en trans” y afectar su 
actividad. Alternativamente, una parte del mismo mRNA 
puede regular su propia función. Cuando una parte de 
una molécula afecta la función de otra parte de la misma 
molécula, se dice que actúa “en cis”. 

Un ejemplo bien caracterizado de regulación de 
RNA en trans es la regulación del mRNA del gen rpoS 
(factor sigma de la RNA polimerasa), que codifica 0%, 


uno de los siete factores sigma de E. coli (véase la 
Tabla 26-1). La célula utiliza este factor de especifici- 
dad en ciertas situaciones de estrés, tal como la entrada 
en fase estacionaria (un estado de no crecimiento, for- 
zado por la falta de nutrientes), y a% es necesario para 
la transcripción de un gran número de genes de res- 
puesta al estrés, El mRNA de a está presente en la 
mayoría de circunstancias a muy baja concentración, 
pero no se traduce porque una gran estructura en hor- 
quilla más arriba de la región codificante impide su 
unión al ribosoma (Fig. 28-24 ). En ciertas condiciones 
de estrés, se inducen uno o dos RNA pequeños de fun- 
ción especial, DsrA (región A corriente abajo) y RprA 
(RNA A regulador de Rpos). Ambos pueden aparearse 
con una de las hebras de la horquilla en el mRNA de o°, 
desorganizándola, y, en consecuencia, permitiendo la 
traducción de rpoS. Otro RNA pequeño, OxyS (gen S 
del estrés oxidativo), se induce en condiciones de 
estrés oxidativo e inhibe la traducción de rpoS; proba- 
blemente, apareándose con el sitio de unión al riboso- 
ma del mRNA. OxyS se expresa como parte de un sis- 
tema que responde a un tipo de estrés (daño oxidativo) 
distinto del que activa el RNA rpoS, y su tarea consiste 


Sitio de unión 
al ribosoma 


3 


{b} 
rpoS 
MRNA Sitio de unión 
al ribosoma 
5 è 
5 r 


FIGURA 28-24 Regulación en trans de la función de mRNA bacteria- 
nos por SRNA. Varios sRNA (RNA pequeños) -DsrA, RprA y OxyS5- 
intervienen en la regulación del gen rpoS. Todos requieren la proteína 
Hfq, una chaperona de RNA que facilita el apareamiento RNA-RNA. La 
Hfq tiene una estructura toroidal con un orificio en el centro. (a) La DsrA 
activa la traducción apareándose con una hebra de una estructura en 
horquilla que bloquea el sitio de unión al ribasoma RprA (no mostrada) 
actúa de forma similar. (b) Oxy5 bloquea la traducción apareándose con 
el sitio de unión al ribosoma. [Fuente: Informacion de M. Szymański y J. 
Barciszewski, Genome Biol. 3: reviews0005,1, 2002.] 


en impedir la expresión de rutas de reparación innece- 
sarias. Dsra, RprA y OxyS son moléculas de RNA bacte- 
riano relativamente pequeñas (menos de 300 nucleóti- 
dos), designados como sRNA (s por pequeño; obvia- 
mente hay otros RNA “pequeños” en los eucariotas con 
otras designaciones). Todos los sRNAs requieren para 
su función una proteína denominada Hfq, una chapero- 
na de RNA que facilita el apareamiento RNA-RNA. Los 
genes bacterianos regulados de esta forma son escasos, 
tan solo unas pocas docenas en una especie bacteriana 
típica. Sin embargo, estos ejemplos son buenos mode- 
los para entender los patrones presentes en los casos 
de regulación mediada por RNA en los eucariotas, más 
complejos y numerosos. 

La regulación en cis pone en juego una clase de 
estructuras de RNA conocidas como ribointerrupto- 
res. Tal como se ha descrito en el Recuadro 26-3, los 
aptámeros son moléculas de RNA generadas in vitro, 
que son capaces de unirse específicamente a un ligando 
en particular. Como sería de esperar, tales dominios de 
RNA de unión a ligandos también se encuentran en la 
naturaleza, en los ribointerruptores, en un número sig- 
nificativo de mRNA bacterianos (e incluso en algunos 
mRNA eucarióticos). Estos aptámeros naturales consis- 
ten en dominios estructurados localizados en la región 
5' no traducida de ciertos MRNA bacterianos. Algunos 
ribointerruptores también regulan la transcripción de 
algunos RNAs no codificantes. La unión de un mRNA 
ribointerruptor al ligando apropiado provoca un cambio 
conformacional en el mRNA, que inhibe la transcri ye 
mediante la estabilización de una es 
nación de la transcripción premat 
(en cis) la traducción a consecuencia de la oclusión de 
sitio de unión al ribosoma (Fig. 28-25). En general, los 
ribointerruptores actúan como parte de un bucle de 
retroalimentación. La mayor parte de los genes regula- 
dos de esta forma están implicados en la síntesis o el 
transporte del ligando que se une el ribointerruptor; por 
tanto, cuando el ligando está presente en elevadas con- 
centraciones, el ribointerruptor inhibe la expresión de 
los genes necesarios para reponerlo. 

Cada ribointerruptor une un solo ligando. Se han 
encontrado diferentes ribointerruptores que responden 
a más de una docena de ligandos diferentes, entre los 
que se encuentran la tiamina pirofosfato (TPP, vitamina 
B,), cobalamina (vitamina B,,), flavina mononucleótido, 
lisina, S-adenosilmetionina (adoMet), purinas, N-acetil- 
glucosamina 6-fosfato, glicina y algunos cationes metá- 
licos como Mn**, Es probable que se descubran muchos 
más. El ribointerruptor que responde a TTP parece ser 
el más difundido; se encuentra en muchas bacterias, 
hongos y algunas plantas. El ribointerruptor para el TTP 
bacteriano inhibe la traducción en algunas especies e 
induce la terminación prematura de la transcripción en 
otras (Fig. 28-25). El ribointerruptor para el TTP euca- 
riótico se encuentra en los intrones de ciertos genes y 
modula el corte y empalme alternativo de estos genes 
(véase la Fig. 26-19b). Todavía no está claro cuán abun- 
dantes son los ribointerruptores. Sin embargo, se ha 
estimado que más del 4% de los genes de Bacillus sub- 
tilis están regulados por ribointerruptores. 

A medida que los ribointerruptores van cono- 
ciéndose mejor, se están encontrando aplicacio- 
nes médicas. Por ejemplo, la mayoría de los ribointe- 
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Sitio de unión 
del ribosoma 


La estabilización de una 

estructura de terminación 
erminador de la transcripción aborta 
€ de poli(U) la transcripción. 
3 
g 
El bloqueo del sitio de 
unión de! ribosoma 
bloquea la traducción. 


y 


Regulación del corte y 
empalme de los intrones 
de hongos y plantas. 


y 


Sitio de corte y empalme en 3' 


G'=— GUACGG 
Sitio de corte y empalme en 5' 


FIGURA 28-25 Regulación en cis de la función de mRNA bacterianos 
por ribointerruptores. Los modos de acción conocidos se ilustran 
mediante varios ribointerruptores basados en un aptámero natural 


Sw TON e distribuido que une tiamina pirofosfato. La unión de TTP al 


provoca un cambio conformacional que desemboca en los 
diversos resultados ilustrados en los paneles (a), (b) y (c) en los dife- 
rentes sistemas que utilizan este aptámero. [Fuente: Información de YV. 
C, Winkler y R. R. Breaker, Annu. Rev. Microbiol, 59.487, 2005.] 


rruptores descritos hasta la fecha, incluido el que res- 
ponde a adoMet, sólo se han encontrado en las bacte- 
rias. Un fármaco que se uniese y activase el ribointe- 
rruptor adoMet bloquearía los genes que codifican los 
enzimas que sintetizan y transportan adoMet, privando 
a las bacterias de este cofactor esencial. Se están inves- 
tigando fármacos de este tipo para utilizarlos como una 
nueva clase de antibióticos. Y 

El ritmo de los descubrimientos de RNA funciona- 
les no da síntomas de desfallecimiento y continúa apo- 
yando la hipótesis de que el RNA jugó un papel determi- 
nante en la evolución de la vida (Capítulo 26). Los SRNA 
y los ribointerruptores, así como los ribozimas y los 
ribosomas pueden ser vestigios de un mundo de RNA 
oscurecido por el tiempo, pero todavía presente en un 
abundante conjunto de mecanismos biológicos en la 
biosfera. La selección de aptámeros en el laboratorio y 
los ribozimas con nuevas funciones enzimáticas y de 
unión de ligandos (véase el Recuadro 26-3) nos dicen 
que las actividades basadas en RNA, necesarias para la 
viabilidad de un mundo de RNA, son posibles. El descu- 
brimiento de las mismas funciones del RNA en organis- 
mos distintos sugiere que los componentes clave para 
un metabolismo basado en el RNA existen efectivamen- 
te. Por ejemplo, los aptámeros naturales de los ribointe- 
rruptores pueden proceder de los RNA que, hace miles 
de millones de años, se unían a los cofactores necesarios 


1138 Regulación de la expresión génica 


para promover los procesos enzimáticos requeridos por 
el metabolismo en un mundo de RNA. 


Algunos genes se regulan por recombinación genética 


Describiremos ahora otro tipo de regulación génica bacte- 
riana, a nivel del reordenamiento del DNA por recombina- 
ción. Salmonella typhimurium, que vive en los intesti- 
nos de los mamíferos, se mueve haciendo girar los flagelos 
de su superficie celular (Fig. 28-26). Las muchas copias 
de la proteína flagelina (M_ 53.000) que forman los flage- 
los son dianas preferentes de los sistemas inmunitarios de 
los mamíferos. Pero las células de Salmonella poseen un 
mecanismo que elude la respuesta inmune: alternan entre 
dos proteínas flagelina distintas (FIjB y FliC) aproximada- 
mente una vez cada 1.000 generaciones, utilizando un 
proceso denominado variación de fase. 

El cambio se produce mediante la inversión perió- 
dica de un segmento de DNA que contiene el promotor 
de un gen de la flagelina. La inversión es una reacción 
de recombinación específica de sitio (véase la Fig. 
25-38) en la que actúa la recombinasa denominada Hin 
sobre secuencias específicas de 14 pb (secuencias hix) 
en cada uno de los extremos del segmento de DNA. 
Cuando el segmento de DNA se encuentra en una orien- 
tación, se expresan el gen de la flagelina FIjB y el gen 
que codifica un represor (FIjA) (Fig. 28-27a ); el repre- 
sor anula la expresión del gen de la flagelina FliC. Cuan- 
do el segmento de DNA se invierte (Fig. 28-27b), los 
genes FIJA y FB dejan de transcribirse y el gen f13C se 
induce a medida que desaparece el represor recom- 
binasa Hin, codificada por el gen kin en el etga 
DNA que sufre la inversión, se expresa cuandó el seg- 
mento de DNA está en cualquier orientación; por tanto, 
siempre es posible cambiar de un estado a otro. 

Este tipo de mecanismo de regulación tiene la ven- 
taja de ser absoluto: la expresión génica es imposible 
cuando el gen está físicamente separado de su promotor 
(véase la posición del promotor fIB en la Fig. 28-27b). 


Repetición invertida (hix) 
Promotor para Fi¡B 


FIGURA 28-26 Salmonella typhimurium. Los apéndices que emanan 


de la superficie son flagelos. [Fuente: Eye of Science / Science Source. ] 


Un mecanismo de arranque/parada absoluto puede ser 
importante en este sistema (aunque solamente afecte a 
uno de los dos genes de la flagelina), porque un flagelo 
con tan sólo una copia de flagelina incorrecta puede ser 
vulnerable a los anticuerpos del huésped dirigidos con- 
tra esta proteína. El sistema de Salmonella no es de 
ninguna manera único. Se dan sistemas de regulación 
similares en algunas bacterias y bacteriófagos y se han 
encontrado sistemas de recombinación con funciones 
similares en eucariotas (Tabla 28-1). La regulación géni- 
ca por reordenamientos del DNA que mueven genes y/o 
promotores es muy frecuente en patógenos que se 
benefician cambiando su gama de huéspedes o cam- 

iando sus proteínas de superficie, adelantándose de 


ON inmunitario del huésped. 


ESUMEN 28.2 Regulación de la expresión génica 
en bacterias 


E Además de la represión por el represor Lac, el ope- 
rón iac de E. coli se regula positivamente por la proteí- 
na receptora de CAMP (CRP). Cuando la [glucosa] es 


Promotor 


y represor para FliC 
DNA 
hin MRNA fB y MA mRNA Y 
Recombinasa Hin Flagetina Proteina 
FIjB FIJA 
(a) (represor) 
Segmento transpuesto 
Ea a 
A An 
A 
hin MRNA fiC mRNA 
(b) Recombinasa Hin Flagelina FliC 


FIGURA 28-27 Regulación de los genes de la flagelina en Salmonella: 
variación de fase. Los productos de los genes fliC y HjB son flagelinas 
diferentes. El gen hin codifica la recombinasa que cataliza la inversión de! 
segmento de DNA que contiene el promotor fB y el gen hin, Los sitios 
de recombinación (repeticiones invertidas) se denominan hix (en amari- 
llo). (a) En una orientación, AjB se expresa junto con una p 


roteína represora (producto del gen fIj¡A) que reprime la transcripción del 
gen fliC, (b) En la orientación opuesta sólo se expresa el gen fiC, los 
genes fA y fB no se pueden transcribir. La interconversión entre estos 
dos estados, denominada variación de fase, también requiere otras dos 
proteínas de unión al DNA no específicas (no mostradas), HU y FIS. 


TABLA 28-1 


| Recombinasa/sitio 
Sistema de recombinación 
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Ejemplos de regulación génica por recombinación 


| Variación de fase Hirn/kix Específica de sitio 

| (Salmonella) 

| Gama de huéspedes Gin/gix Específica de sitio 

| (bacteriófago p) 

| Cambio del tipo Endonucleasa HO, Conversión génica 
de apareamiento proteína RAD52, no recíproca’ 

| (levaduras) otras proteínas/ 

MAT 
Variación antigénica Varía Conversión génica 

(tripanosomas )? no recíproca* 


La expresión alternativa de dos genes de la 
Magelina permite eludir la respuesta inmunitaria 
del huésped. 

La expresión alternativa de dos conjuntos de 
genes de la fibra de la cola afecta a la gama 
de huéspedes. 


La expresión alternativa de dos tipos de 
apareamiento de levaduras, a y a, crea células 
con diferentes tipos de apareamiento que se 
pueden aparear y experimentar meiosis. 

La expresión sucesiva de diferentes genes que 
codifican las glucoproteínas de superficie 
variables (VSG) permite eludir la respuesta 
inmunitaria del huésped. 


«En la conversión gánica no reciproca (un tipo de proceso de recombinación no discutida en el Capitulo 25). la información genética se traslada de 
una parte del genoma (donde está silenciada) a otra (donde se expresa). La reacción es similar a la transposición replicativa (véase la Fig. 25-42). 


blos tripanosomas causan la enfermedad del sueño africana y otras enfernedades (véase 


el Recuadro 6-3). La superficie externa de un 


tripanosoma contiene múltiples copias de un único VSG, el antígeno de superficie principal. Una célula puede cambiar los antígenos de superficie 
en más de 100 formas diferentes, imposibilitando una defensa efectiva por parte del sistema inmunitario del huésped. 


baja, la [CAMP] es alta y la CRP-cAMP se une a un sitio 
específico del DNA, se estimula la transcripción del 
operón lac y la producción de los enzimas del metabo- 
lismo de la lactosa. La presencia de glucosa disminuye 
la [cAMP], que disminuye la expresión de lac y o 
genes implicados en el metabolismo ls 

darios. Un grupo de operones re 

coordinada se denomina regulón. 

E Los operones de los enzimas de la síntesis de aminoá- 
cidos poseen un circuito regulador denominado atenua- 
ción, que utiliza un sitio de terminación de la trascrip- 
ción, denominado atenuador, en el mRNA. La formación 
del atenuador está modulada por un mecanismo que 
acopia la transcripción y la traducción en respuesta a 
pequeños cambios en la concentración de aminoácidos. 
E En el sistema SOS, se inducen simultáneamente múl- 
tiples genes no ligados reprimidos por un único represor 
cuando las lesiones del DNA desencadenan el corte auto- 
catalítico del represor asistido por la proteína RecA. 

€E En la síntesis de las proteínas ribosómicas, una pro- 
teína de cada operón de proteína r actúa como represor 
de la traducción. El represor se une al mRNA, bloquean- 
do la traducción, sólo cuando la proteína r se encuentra 
en exceso en relación con el rRNA disponible. 

E La regulación postranscripcional de algunos mRNA 
está facilitada por sRNA que actúan en trans o por 
ribointerruptores, que son parte de la propia estructura 
del mRNA, que actúan en cis. 

W Algunos genes están regulados por procesos de 
recombinación genética que mueven los promotores en 
relación con los genes regulados. La regulación también 
puede tener lugar a nivel de la traducción. 


28.3 Regulación de la expresión génica 
en eucariotas y 


El inicio de la transcripción es un punto de regulación 
fundamental de la expresión génica en todos los orga- 


nismos. A pesar de que los eucariotas y las bacterias 
utilizan algunos de los mismos mecanismos de regula- 
ción, la regulación de la transcripción en los dos siste- 
mas es fundamentalmente distinta. 

La transcripción basal puede definirse como la acti- 


ATRAN, erente de los promotores y del mecanismo 
ional m vivo en ausencia de secuencias de 


regulación. En las bacterias, la RNA polimerasa general- 
mente tiene acceso a todos los promotores y puede 
unirse e iniciar la transcripción con cierto nivel de efi- 
ciencia en ausencia de activadores o represores. Por el 
contrario, los promotores eucarióticos fuertes se 
encuentran generalmente inactivos in vivo en ausencia 
de proteínas reguladoras. Esta diferencia fundamental 
da lugar al menos a cinco características importantes 
que distinguen la regulación de la expresión génica en 
eucariotas de las observadas en bacterias. 

Primero, el acceso a los promotores eucarióticos * 
está restringido por la estructura de la cromatina y la 
activación de la transcripción está asociada con múlti- 
ples cambios en la estructura de la cromatina en la 
región transcrita. Segundo, a pesar de que en las células 
eucariotas se encuentran tanto elementos de regulación 
positiva como negativa, los mecanismos positivos son 
más predominantes. Casi todos los genes eucarióticos 
requieren de activación para ser transcritos. Tercero, 
los mecanismos de regulación que implican IncRNAs 
son más comunes en la regulación transcripcional euca- 
riota. Cuarto, las células eucariotas tienen proteínas 
reguladoras multiméricas más grandes y complejas que 
las de las bacterias. Por último, la transcripción en el 
núcleo eucariótico está separada tanto en el espacio 
como en el tiempo de la traducción en el citoplasma, 

La complejidad de los circuitos de regulación en las 
células eucariotas es extraordinaria, como se desprende 
de la siguiente discusión. La sección finaliza con una 
descripción ilustrada de uno de los circuitos más elabo- 
rado: la complicada cascada de regulación que controla 
el desarrollo de la mosca del vinagre. 
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La cromatina transcripcionalmente activa es - 
estructuralmente diferente de la cromatina inactiva 


Los efectos de la estructura cromosómica sobre la regu- 
lación génica en los eucariotas no tienen una correspon- 
dencia clara en las bacterias. En el ciclo celular de los 
eucariotas, los cromosomas interfásicos tienen a prime- 
ra vista una apariencia dispersa y amorfa (véase la Fig. 
24-23). Sin embargo, se pueden encontrar diversas for- 
mas de cromatina a lo largo de los cromosomas. Én una 
célula eucariota típica, alrededor del 10% de la cromati- 
na se encuentra en un estado más condensado que el 
resto de la cromatina. Esta forma, la heterocromatina, 
es transcripcionalmente inactiva. La heterocromatina 
está asociada generalmente a estructuras cromosómi- 
cas definidas, los centrómeros, por ejemplo. La croma- 
tina restante, menos condensada, se denomina eucro- 
matina. 

La transcripción de un gen eucariótico está fuerte- 
mente reprimida cuando su DNA está condensado en la 
heterocromatina. Una parte de la eucromatina, pero no 
toda, es transcripcionalmente activa. Las regiones cro- 
mosómicas transcripcionalmente activas se distinguen 
de la heterocromatina en al menos tres aspectos: el 
posicionamiento de los mucleosomas, la presencia de 
variantes de las histonas y la modificación covalente de 
los nucleosomas. Estos cambios estructurales asociados 
a la transcripción se conocen colectivamente como 
remodelación de la cromatina. La remodelación uti- 
liza un grupo de enzimas que facilitan estos cambios 
(Tabla 28-2). 

Cuatro familias conocidas de complejo 
delan la cromatina, diferenciadas por sus caracteristicas 
estructurales, actúan directamente para alterar la com- 
posición del nucleosoma en regiones transcritas. Van a 
desenrollar, traslocar, eliminar o cambiar nucleosomas 
en el DNA, hidrolizando ATP en el proceso (Tabla 28-2, 
véase la nota al pie de la tabla para la descripción de las 
abreviaturas de los complejos enzimáticos aquí descri- 
tos). En algunos casos, las enzimas catalizan el inter- 
cambio de pares de histonas en los nucleosomas para 
alterar su composición. La multitud de complejos dife- 
rentes se especializan para funcionar en genes particu- 
lares o regiones cromosómicas. Existen dos complejos 
relacionados en la familia SWI/SNF en todas las células 
eucariotas, las cuales remodelan la cromatina de mane- 
ra que los nucleosomas se espacian más irregularmente. 
Además estimulan la unión de factores de transcripción. 
Cada complejo incluye un componente denominado 
bromodominiio cerca del extremo carboxilo-terminal de 
la subunidad ATPasa activa, que interacciona con las 
colas acetiladas de las histonas. Los dos complejos dis- 
tintos funcionan generalmente en diferentes grupos de 
genes. La mayoría de los complejos de la familia ISWI 
optimizan el espaciado de los nucleosomas para permi- 
tir el ensamblaje de la cromatina y el silenciamiento 
transcripcional. Existen de 9 a 10 complejos de la famí- 
lia CHD en células eucariotas, separadas en tres subfa- 
milias. Los diferentes miembros de la família tienen 
roles especializados, ya sea expulsando nucleosomas 
para activar la transcripción o ensamblar la cromatina 
para reprimir la transcripción. Los complejos de la famí- 
lia INO80 tienen una variedad de roles en el remodela- 
je de la cromatina para activar la transcripción y la 


reparación del DNA. Un miembro de la família, SWR1, 
promueve el intercambio de subunidades en los nucleo- 
somas para introducir variantes de histonas como H2AZ 
(ver Caja 24-2), encontrada en regiones transcripcional- 
mente activas. La acción de estos complejos no está 
completamente entendida, pero sabemos que son esen- 
ciales para la activación de la transcripción. 

La modificación covalente de las histonas está alte- 
rada profundamente en la cromatina transcripcional- 
mente activa. Las histonas internas de los nucleosomas 
(H2A, H2B, H3 y H4; véase la Fig. 24-25) se modifican 
por metilación de residuos Lys o Arg, fosforilación de 
residuos Ser o Thr, acetilación (véase más adelante), 
ubiquitinación (véase la Fig. 27-49) o sumoilación. 
Cada una de las histonas internas posee dos dominios 
estructurales distintos. Un dominio central está impli- 
cado en las interacciones histona-histona y en el enro- 
lamiento del DNA alrededor del nucleosoma. Un domi- 
nio amino-terminal rico en lisma se encuentra general- 
mente en el exterior del nucleosoma ensamblado; las 
modificaciones covalentes se producen en residuos 
específicos concentrados en este dominio amino-termi- 
nal. Los patrones de modificación han hecho que se 
proponga la existencia de un código de histonas, en el 
que los patrones de modificación serían reconocidos 
por enzimas que alteran la estructura de la cromatina. 
En efecto, algunas de las modificaciones son esenciales 
para la interacción con proteínas que juegan un papel 
clave en la transcripción. 

La acetilación y la metilación de las histonas juegan 

estacado en los procesos de activación de la 
la trascripción. Durante la transcripción 
a histona H3 es metilada (por metilasas específicas de 
histonas) en los nucleosomas en la Lys! cerca del extre- 
mo 5' de la región codificante y en la Lys* a lo largo de 
toda la región codificante. Estas metilaciones permite la 
unión de histona acetiltransferasas (HAT), enzimas 
que acetilan residuos Lys específicos. Las HAT citosóli- 
cas (tipo B) acetilan histonas recién sintetizadas antes 
de que sean importadas por el núcleo. La unión poste- 
rior de las histonas en la cromatina está facilitado por 
chaperonas de histonas: CAF] para la H3 y la H4 (véase 
el Recuadro 24-2) y NAP1 para la H2A y la H2B. 

Alí donde la cromatina está siendo activada para la 
transcripción, las histonas del nucleosoma se acetilan 
por HAT nucleares (tipo A). La acetilación de múltiples 
residuos de Lys en los dominios amino-terminales de 
las histonas H3 y H4 puede debilitar la afinidad del 
nucleosoma completo hacia el DNA. La acetilación de 
residuos Lys específicos es crucial en las interacciones 
de los nucleosomas con otras proteínas. Cuando ya no 
es necesaria la transcripción de un gen, la acetilación 
extensa de los nucleosormmas en la región donde se 
encuentra disminuye por acción de las histona des- 
acetilasas (HDAC), como parte del proceso general 
de silenciación de genes que restablece el estado trans- 
cripcionalmente inactivo de la cromatina. Las deaceti- 
lasas incluyen SIRT1, SIRT2, SIRT6 y SIRT7, enzimas 
dependientes de NAD* en la familia de las sirtuinas 
(SIRT1-7 en mamíferos). Estos desacetilan residuos de 
Lys específicos en histonas y otros objetivos citoplas- 
máticos. Además de la eliminación de determinados 
grupos acetilo, nuevas modificaciones covalentes de las 
histonas marcan la cromatina como transcripcional- 
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TABLA 28-2 Algunos complejos enzimáticos que catalizan cambios estructurales 


en la cromatina durante la transcripción 


| Estructura oligomérica 
| Complejo enzimático? (número de polipéptidos)  * -> Origen 
S A _—________-»>E____—____— o iz - 77- II ES 
| Movimiento / reemplazamiento de histonas por enzimas que requieren ATP 
¡ Familia SWI/SNF 8-17 M_ >10* Eucariotas 
| Familia ISWI 2-4 Eucariolas 
| 
Familia CHD 1-10 Eucariotas 
| Familia INO80 >10 Eucariotas 
| 
| 
| 
Modificación de histona 
GCN5-ADA2-ADA3 3 Levadura 
| SAGA/PCAF >20 Eucariotas 
NuaAa4 >12 Eucariotas 


Chaperonas de histonas que no requieren ATP 
| HIRA 1 


Eucariotas 


Rernodelación del nucleosoma; activación 
de la transcripción 

Remodelación del nucleosoma; represión de la 
transcripción; activación de la transcripción en 
algunos casos 

Remodelación del nucleosoma; expulsión 
del nucleosoma para la activación 
de la transcripción | 

Remodelación del nucleosoma y activación | 
de la transcripción; el miembro de la familia 
SWRI1 participa en el reemplazo de H2A-H2B 
con H2AZ-H2B 


GCN5 tiene la actividad HAT tipo A 
Incluye GCN5-ADA2-ADAJ3; acetila residuos en 
H3 y H2B 


El componente Esal tiene actividad HAT, acetila 
H4, H2A y H2AZ 


_ Descarga de H3.3 durante la transcripción si 


“Las abreviaturas utiizadas para identiicar genes eucarióticos y proteinas son a menudo más confusas u oscuras que las utiizadas en bacterias. 
IT a la expresión 


A paa 
pde i gen 


cromodominio, helicasa, de unión a DNA; INOBO, requerimiento de ¡nositol 80; y SWA1, ATPasa relacionada con SWI2/Snf2. El complejo formado 
deficienci 


por GCNS5 (contro! general no desreprimible) y las proteínas ADA (alteración! 
nitrógeno en levaduras. Estas proteínas pueden ser parte del complejo SAGA mayor (SPF, ADA2,3, 
GCNS5, acetiltransferasa) de levaduras. El equivalente de SAGA en humanos es PCAF 


reguiación de los genes del metabolismo del 


a activación) fue descubierto durante la investigación de la 
asociado a CBP). NuA4 es la acetiltransferasa 


de la H4 nucleosomal; ESA1 es una acetiltransferasa esencia! relacionada con SAS2. HIRA es el regulador A de histonas. 


mente inactiva. A modo de ejemplo, el residuo Lys* de 
la histona H3 se encuentra a menudo metilado en la 
heterocromatina. 

El efecto final de la remodelación de la cromatina 
en el contexto de la transcripción consiste en producir 
un segmento del cromosoma más accesible y en “mar- 
carlo” (modificar químicamente) para facilitar la unión 
y la actividad de los factores de transcripción que regu- 
lan la expresión del gen o genes que allí se encuentran. 


La mayoría de promotores eucarióticos se regula 
positivamente 


Como se ha indicado anteriormente, las RNA polimera- 
sas eucarióticas tienen poca o ninguna afinidad intrínse- 
ca por sus promotores; el inicio de la transcripción es 
casi siempre dependiente de la acción de múltiples 
proteínas activadoras. Una razón de peso del aparente 
predominio de la regulación positiva parece obvia: el 
empaquetamiento del DNA en la cromatina hace inacce- 
sibles a la mayoría de promotores; por tanto, los genes 
normalmente permanecen silenciosos en ausencia de 
regulación de otro tipo. La estructura de la cromatina 
afecta el acceso a algunos promotores más que a otros, 
pero la presencia de represores que se unen al DNA 
para imposibilitar el acceso de la RNA polimerasa (regu- 


lación negativa) sería a menudo simplemente redun- 
dante. Otros factores pueden favorecer la utilización de 
la regulación positiva; dos de ellos se consideran de 
forma especulativa como los más importantes: el gran 
tamaño de los genomas eucarióticos y la mayor eficien- 
cia de la regulación positiva. 

Primero, la unión no específica de proteínas regula- 
doras al DNA se convierte en un problema más impor- 
tante en los grandes genomas de los eucariotas superio- 
res, pues la posibilidad de que una determinada secuen- 
cia de unión específica se encuentre al azar en un sitio 
inapropiado también aumenta con el tamaño del geno- 
ma. El control combinatorio se vuelve importante en un 
genoma de gran tamaño (Fig. 28-28). Se puede mejo- 
rar la especificidad de la activación de la transcripción 
si diversas proteínas reguladoras positivas se tienen que 
unir a secuencias específicas de DNA para activar un 
gen. El número promedio de sitios de regulación de los 
genes de un organismo multicelular es de seis. El requi- 
sito que múltiples proteínas reguladoras positivas ten- 
gan que unirse a secuencias específicas de DNA reduce 
enormemente la probabilidad de que se produzca al 
azar la yuxtaposición funcional de todos los sitios de 
unión necesarios. Además, el número de proteínas regu- 
ladoras que deben ser codificadas por un genoma para 
regular todos sus genes puede ser menor (Fig. 28-28). 
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FIGURA 28-28 Ventajas del control combinatorio. El control combi- 
natorio permite la regulación específica de muchos genes usando un 
repertorio limitado de proteínas reguladoras. Considérense las posibili- 
dades de regulación inherentes con dos familias diferentes de proteínas 
de cremallera de leucina (rojo y verde). Si cada familia de proteínas 
reguladoras génicas posee tres miembros (mostrados aquí en tonos 
oscuro, mediano y claro, cada uno unido a una secuencia de DNA dife- 


Por lo tanto, no se necesita un nuevo reg ad | 
cada gen; a pesar de todo, la regulación es Suficiente. 
mente compleja en los eucariotas superiores como para 
que las protefnas reguladoras representen del 5% al 
10% de todos los genes que codifican proteínas. En 
principio, se podría utilizar una estrategia combmatoria 
similar con múltiples elementos de regulación negativa, 
pero esta consideración nos remite a la segunda razón 
para la utilización de la regulación positiva: es sencilla- 
mente más eficiente. Si los -20.000 genes del genoma 
humano se regulasen negativamente, cada célula debe- 
ría sintetizar en todo momento el mismo número de 
represores diferentes en concentraciones suficientes 
que permitiesen la unión específica a cada uno de los 
genes “no deseados”. En la regulación positiva, la mayo- 
ría de los genes están normalmente inactivos (es decir, 
las RNA polimerasas no se unen a los promotores) y las 
células tienen que sintetizar solamente las proteínas 
activadoras necesarias para promover la transcripción 
del subconjunto de genes necesarios para esa célula en 
un determinado momento. A pesar de estos argumen- 
tos, tal como veremos, hay ejemplos de regulación nega- 
tiva en jos eucariotas, desde las levaduras hasta los 
humanos. Algunas de estas regulaciones negativas 
incluyen IncRNAs, los cuales son más económicos de 
sintetizar que los represores proteicos. 


Los activadores y coactivadores de unión al DNA facilitan 
el ensamblaje de los factores de transcripción generales 


Para contmuar nuestra exploración de la regulación de 
la expresión génica en los eucariotas, volveremos a exa- 
minar las interacciones entre los promotores y la RNA 


rente) que pueden formar libremente tanto homo- como heterodímeros, 
hay seis especies diméricas posibles en cada familia, cada una de las 
cuales reconocería un secuencia reguladora bipartita de DNA diferente. 
Si un gen tuviera un sitio regulador para cada familia de proteínas, serían 
posibles 36 combinaciones reguladoras, utilizando solamente las seis 
proteinas de las dos familias. Con seis o más sitios usados en la regula- 
ción de un gen eucariótico típico, el número de posibles variantes es 
mucho mayor que el mostrado en este ejempio. 


Pol ID, el enzima responsable de la sínte- 
A eucarióticos. Aunque la mayoría de 
promotores (aunque no todos) de la Pol ll incluyen la 
caja TATA y las secuencias Inr (iniciador) con sus espa- 
ciados estándar (véase la Fig. 26-8), éstos varían mucho 
en número y en la localización de secuencias adicionales 
necesarias para la regulación de la transcripción. 

Las secuencias reguladoras adicionales, unidas 
generalmente por activadores de la transcripción, se 
denominan a menudo potenciadores en los eucariotas 
superiores y secuencias activadoras corriente arri- 
ba (UAS) en levaduras. Un potenciador típico se puede 
encontrar a centenares o incluso a miles de pares de 
bases corriente arriba del sitio de inicio de la transcrip- 
ción, incluso puede encontrarse más abajo, dentro del 
propio gen. Cuando está unido a las proteínas regulado- 
ras apropiadas, un potenciador aumenta la transcrip- 
ción de los promotores cercanos, independientemente 
de su orientación en el DNA. Las UAS de las levaduras 
funcionan de manera similar, aunque generalmente tie- 
nen que estar situados corriente arriba y a no más de 
unos pocos centenares de pares de bases del sitio de 
inicio de la transcripción. 

La unión eficaz del holoenzima de la RNA polimera- 
sa Ill a uno de sus promotores necesita normalmente la 
acción combinada de proteínas de cinco tipos distintos: 
(1) activadores de la transcripción, que se unen a 
los potenciadores o a UAS y facilitan la transcripción; 
(2) regnladores arquitectónicos, que facilitan la for- 
mación de lazos en el DNA; (3) proteínas de modifi- 
cación y remodelación de la cromatina, descritas 
anteriormente; (4) coactivadores; y (5) factores de 
transcripción basal, también conocidos como facto- 


res de transcripción general (véase la Fig. 26-9, Tabla 
26-2), necesarios en la mayoría de promotores de Pol II 
(Fig. 28-29). Los coactivadores son necesarios para la 
comunicación esencial entre los activadores y el com- 
plejo formado por la Pol II y los factores de transcrip- 
ción basales. Los coactivadores también juegan un rol 
directo en el ensamblaje del complejo de preiniciación 
(PIC). Además, diversas proteínas represoras pueden 
interferir en la comunicación entre la RNA polimerasa y 
los activadores, con el resultado de la represión de la 
transcripción (Fig. 28-29b). A continuación nos centra- 
remos en los complejos proteicos que se muestran en la 
Figura 28-29 y en cómo interaccionan para activar la 
transcripción. . 


Activadores de la transcripción Los requerimientos de 
activadores varían mucho de un promotor a otro. Se 
conocen algunos activadores que facilitan la transcrip- 
ción de centenares de promotores, mientras que otros 
son específicos de unos pocos promotores. Muchos 
activadores son sensibles a la unión de moléculas señal, 
que proporcionan la capacidad de activar o desactivar la 
transcripción en respuesta a un cambio en el ambiente 
celular. Algunos potenciadores con los que se asocian 
los activadores están bastante distantes de la secuencia 
TATA del promotor. Una multiplicidad de potenciadores 
(a menudo seis o más) interaccionan con un número 
similar de activadores en un gen típico, lo que hace 
posible el control combinatorio y la respuesta a múlti- 
ples señales. 

Algunos activadores transcripcion 
unir tanto a DNA como a RNA, y su 
por uno o más IncRNAs. La proteína 


FIGURA 28-29 Promotores eucarióticos y proteínas reguladoras. La 
RNA polimerasa |! y sus factores de transcripción generales asociados 
forman un complejo de preinicio en la secuencia TATA y en el sitio inr de 
los promotores afines, un proceso facilitado por activadores de la trans- 
cripción que actúan a través de coactivadores (Mediador, TFD o 
ambos). (a) Promotor compuesto con elementos de secuencia típicos y 
complejos proteicos, que se han encontrado tanto en levaduras como en 
eucariotas superiores. El dominio carboxilo-terminal (CTD) de Pol Il 
(véase la Fig. 26-9) es un punto de interacción importante con el Media- 
dor y otros complejos proteicos. Enzimas de modificación de las histo- 
nas (no mostrados) catalizan la metilación y la acetilación; los enzimas 
de remodelación alteran el contenido y la posición de los nucleosomas. 
Los dominios de unión al DNA y de activación de lo activadores de la 
transcripción son distintos. Las flechas verdes indican las modalidades 
comunes de interacción requeridas frecuentemente para la activación de 
la transcripción, tal como se discute en el texto. Las proteínas HMG son 
un tipo común de regulador arquitectónico (véase la Fig. 28-5) que favo- 
rece la formación del lazo en el DNA, necesario para aproximar compo- 
nentes del sistema unidos a sitios distantes. (b) Los represores de la 
transcripción eucarióticos funcionan a través de mecanismos diversos. 
Algunos se unen directamente al DNA, desplazando un complejo pro- 
teico necesario para la activación (no mostrado); otros muchos interac- 
cionan con varias partes de los complejos proteicos de transcripción o 
de activación para impedir la activación. Las flechas rojas indican los 
posibles puntos de interacción. (c) La estructura de un complejo de una 
proteina HMG unida al DNA muestra la forma en la que las proteínas 
HMG facilitan la formación del lazo. La unión es relativamente inespeci- 
fica, aunque se han encontrado preferencias de unión hacia secuencias 
de DNA para muchas proteínas HMG. Se muestra el dominio HMG de 
la proteína HMG-D de Drosophila unido al DNA [Fuente: (c) PDB 1D 
1QRV, F. Y. Murphy IV et al., EMBO J. 18:6610, 1999] 
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plo, activa la transcripción de varios genes involucrados 
en la respuesta inmune y la producción de citosinas, 
Puede unirse a una secuencia potenciadora del DNA o, 
alternativamente, a un IncRNA llamado lethe (Fig. 
28-14; llamado así por el río del olvido en la mitología 
Griega). El IncRNA reduce la transcripción de los genes 
controlados por NF-xB. 


Reguladores arquitectónicos ¿Cómo funcionan a distan- 
cia los activadores? La respuesta en la mayoría de casos 
parece ser que, como se ha indicado anteriormente, el 


Activadores y 
coactivadores 


de la transcripción de inicio de Pol il 


Represores 


(0) Dominio HMG 


1144 Regulación de la expresión génica 


DNA interpuesto forma un lazo, de manera que varios 
complejos proteicos pueden interaccionar directamen- 
te, La formación del lazo está facilitada por reguladores 
arquitectónicos que son abundantes en la cromatina y 
que se unen al DNA con especificidad limitada. De 
manera muy especial, las proteínas del grupo de alta 
movilidad (HMG) (Fig. 28-29c; “alta movilidad” se 
refiere a su movilidad electroforética en geles de polia- 
crilamida) desempeñan un papel estructural importante 
en el remodelado de la cromatina y en la activación de 
la transcripción. 


Complejos proteicos coactivadores La transcripción 
requiere casi siempre la presencia de complejos protei- 
cos adicionales. Algunos de los complejos proteicos 
reguladores principales que interaccionan con la Pol II 
se han definido tanto genética como bioquímicamente. 
Estos complejos coactivadores actúan como interme- 
dios entre los activadores de la transcripción y el com- 
plejo Pol IL 

Un coactivador eucariótico destacado, un complejo 
que contiene de 20 a 30 o más polipéptidos, es denomi- 
nado Mediador (Fig. 28-29). Muchos de los 20 polipép- 
tidos principales están muy conservados desde los 
hongos hasta los humanos. Un complejo adicional de 
cuatro subunidades puede interaccionar con el Media- 
dor e inhibir el inicio de la transcripción. El Mediador se 
une fuertemente al dominio carboxilo-terminal (CTD) 
de la suhunidad grande de la Pol II. El complejo Media- 
dor es necesario tanto para la transcripción basal como 
para la regulada en muchos promotores de P y tam- 
bién estimula la fosforilación del CTD por 
factor de transcripción basal). Los activadorés de la 
transcripción interaccionan con uno a más componen- 
tes del complejo Mediador. Los sitios de imteracción 
precisos difieren de un activador a otro. Los complejos 
coactivadores funcionan en o cerca de la secuencia 
TATA del promotor. 

Se han descrito otros coactivadores adicionales que 
funcionan con uno o pocos genes. Algunos actúan con- 
juntamente con el Mediador, mientras que otros pueden 
actuar en sistemas que no usan Mediador. 


Proteína de unión a TATA y factores de transcripción basal 
El primer componente que se une en la formación de 
un complejo de preinicio (PIC) en la secuencia 
TATA de un promotor típico de Pol II es la proteína 
de unión a TATA (TBP). En promotores sin secuen- 
cia TATA, TBP se utiliza como parte de un complejo 
mayor (13 a 14 subunidades) denominado TTFIID. El 
complejo completo también incluye los factores de 
transcripción basal TFIIB, TIE, TFIIF, TFUH; Pol Il 
y, tal vez, TFIIA. Sin embargo, este PIC mínimo a 
menudo no es suficiente para el inicio de la transcrip- 
ción y generalmente no se forma en absoluto si el pro- 
motor está ocluido en la cromatina. La regulación 
positiva que estimula la transcripción depende de 
activadores y coactivadores. El Mediador interacciona 
directamente con TFOUH y TFUE, permitiendo su 
reclutamiento en el PIC. 


Coreografía de la activación de la transcripción Ahora 
podemos empezar a ordenar la secuencia de sucesos de 
la activación transcripcional en un promotor de Pol II 


típico (Fig. 28-30). El orden exacto de la unión de 
algunos componentes puede variar, pero el modelo de la 
Figura 28-30 ilustra los principios de la activación así 
como una ruta común. Muchos activadores de la trans- 
cripción tienen una afinidad significativa por sus sitios 
de unión, incluso si estos sitios se encuentran en el 
interior de cromatina condensada. La unión de activa- 
dores a menudo desencadena la activación del promo- 
tor. La unión de un activador puede permitir la unión de 
otros, que puede acabar en el desplazamiento gradual 
de algunos nucleosomas. 

La remodelación obligada de la cromatina se lleva a 
cabo por etapas, facilitadas por interacciones entre acti- 
vadores y HAT o complejos enzimáticos tales como SWT 
SNF (o ambos). De esta manera, un activador unido 
puede atraer a otros componentes necesarios para una 
más profunda remodelación de la cromatina que permi- 
ta la transcripción de genes específicos. Los activadores 
unidos interaccionan con el gran complejo Mediador. El 
Mediador, a su vez, suministra una superficie de forma- 
ción para la unión primero de TBP (o TFIID), después 
de TFIIB y finalmente de otros componentes del PIC, 
imcluida la Pol II. El Mediador estabiliza la unión de la 
Pol II y sus factores de transcripción asociados y facilita 
mucho la formación del PIC. La eomplejidad en estos 
circuitos de regulación es una norma más que una 
excepción, con múltiples activadores unidos al DNA que 
promueven la transcripción. 

El ar puede cambiar de un promotor a otro. Por 


¡eras TATA, y en eucariotas multicelulares la 
omposición en subunidades de los factores tales como 
TFIID puede variar de un tejido a otro. No obstante, la 
mayoría de promotores parecen requerir un ensamblaje 
ordenado de los componentes para iniciar la transcrip- 
ción, El proceso de montaje no siempre es rápido. En 
algunos genes puede durar minutos, en otros genes de 
los eucariotas superiores puede durar días. 


Activación transcripcional reversible Aunque no es fre- 
cuente, algunas proteínas reguladoras eucarióticas que 
se unen a los promotores de la Pol II o que mteraccio- 
nan con activadores transcripcionales pueden actuar 
como represores, inhibiendo la formación de PIC acti- 
vos (Fig. 28-30). Algunos activadores pueden adoptar 
múltiples conformaciones, que los capacitan para 
actuar como activadores o represores transcripciona- 
les. Por ejemplo, algunos receptores de hormonas 
esteroides (descritos más adelante) funcionan en el 
núcleo como activadores de la transcripción, estimu- 
lando la transcripción de ciertos genes cuando está 
presente una señal hormonal esteroidea determinada. 
Cuando la hormona está ausente, las proteínas recep- 
toras revierten a una conformación que actúa de repre- 
sor, impidiendo la formación de los PIC. En algunos 
casos, esta represión implica la interacción con histona 
desacetilasas y otras proteínas que ayudan a restable- 
cer el estado transcripcionalmente inactivo de la cro- 
matina circundante. El Mediador, cuando incluye las 
subunidades inhibidoras, también puede bloquear el 
inicio de la transcripción. Este mecanismo regulador 
puede asegurar la formación ordenada de los PIC 
(demorando la activación de la transcripción hasta que 
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todos los factores requeridos estén presentes) o puede 
ser un mecanismo que ayudé a desactivar los promoto- 
res una vez que la transcripción ya no sea necesaria. 


Cora 
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FIGURA 28-30 Componentes de la activación transcripcional. En pri- 
mer lugar los activadores se unen al DNA. Los activadores rectutan los 
complejos de modificación de las histonas y de remodelación de los 
nucleosomas y un coactivador tal como el Mediador. El Mediador facilita 
ia unión de TBP (o TFIID) y TFIIB y a continuación se unen los restantes 
factores de transcripción basales y la Poł II. La fosforilación del dominio 
carboxilo terminal (CTD) de la Poi li provoca el inicio de la transcripción 
(no mostrado). [Fuente: información de 3. A. D'Alessio et al, Mol Cell 
36:924, 2009.] 


Los genes del metabolismo de la galactosa en levaduras 
están sujetos a la vez a regulación positiva y negativa 


Algunos de los principios generales descritos anterior- 
mente se pueden ilustrar mediante un circuito regulador 
eucariótico muy bien estudiado (Fig. 28-31). Los enzi- 
mas necesarios para la importación y el metabolismo de 
la galactosa en levaduras están codificados en genes 
dispersos en varios cromosomas (Tabla 28-3). Cada uno 
de los genes GAL se transcribe separadamente y las 
células de levadura no tienen operones como los de las 
bacterias. Sin embargo, todos los genes GAL tienen pro- 
motores similares y están regulados de forma coordina- 
da por un conjunto común de proteínas. Los promotores 
para los genes GAL consisten en la secuencia TATA y las 
secuencias Inr, así como una secuencia activadora en el 
lado 5' (UAS,) reconocida por la proteína activadora de 
la transcripción Gal4 (Gal4p). La regulación de la expre- 
sión génica por la galactosa implica una interacción 
entre Gal4p y otras dos proteínas, Gal80p y Gal3p (Fig. 
28-31). Gal80p forma un complejo con Gal4p, que impi- 
4p funcione como un activador de los-promo- 
. Cuando la galactosa está presente, se une a 
Gal3p, que entonces mteracciona con el complejo 
Gal80p-Gal4p, permitiendo que Gal4p funcione como un 
activador en los diferentes promotores GAL. A medida 
que se inducen los diversos genes galactosa y se acumu- 
lan sus productos, Gal3p puede ser sustituido por Gallp 
Cuna galactoquinasa necesaria en el metabolismo de la 
galactosa que también funciona como un regulador) 
para la activación sostenida del circuito regulador. 
Otros complejos proteicos también desempeñan un 
papel en la activación de la transcripción de los genes 
GAL. Entre ellos, se encuentran el complejo SAGA para la 
acetilación de histonas, el complejo SWWSNF para la remo- 
delación de la cromatina y el Mediador. La proteína Gal4 es 
responsable del reclutamiento de estos factores adiciona- 
les, necesarios para la activación transeripcional SAGA 
puede ser la primera y principal diana reclutada por Gal4p. 
La glucosa es la fuente de carbono preferida por las 
levaduras, al igual que por las bacterias. Cuando la glu- 
cosa está presente, la mayoría de los genes GAL están 
reprimidos, tanto si la galactosa está presente como si 
no. El sistema regulador de GAL descrito anteriormente 
es anulado eficazmente por un complejo sistema de 
represión por catabolito que consta de varias proteínas 
(no representado en la Figura 28-30). 


Los activadores de la transcripción tienen estructura 
modular 

Los activadores de la transcripción tienen normalmente 
un dominio estructural distinto para la unión específica 
al DNA y uno o más dominios adicionales para la activa- 
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ción de la transcripción o para la interacción con otras 
proteínas reguladoras. La interacción de dos proteínas 
reguladoras está facilitada a menudo por dominios que 
contienen cremalleras de leucina (Fig. 28-15) o motivos 
hélice-lazo-hélice (Fig. 28-16). Aquí consideraremos 
tres tipos distintos de dominios estructurales utilizados 
en la activación por activadores de la transcripción 
Gal4p, Spi y CTF1 (Fig. 28-32a.). 

Gal4p contiene una estructura parecida a un dedo 
de zinc en su dominio de unión al DNA, cerca del extre- 
mo amino; este dominio tiene seis residuos Cys que 
coordinan dos Zn*. La proteína funciona como un 
homodímero (con la dimerización debida a las interac- 
ciones entre dos hélices espiraladas) y se une a UAS,, 
una secuencia de DNA palindrómica de unos 17 pb de 
longitud. Gal4p tiene un dominio de activación indepen- 
diente con muchos residuos aminoácidos acídicos. Los 
experimentos en que el dominio de activación acídi- 
co de Gal4p se ha sustituido por una variedad de 


FIGURA 28-31 Regulación de la transcripción de genes GAL en leva- 
duras. La galactosa importada al interior de la célula se convierte en 
galactosa-6-fosfato por una ruta que consta de seis enzimas, cuyos 
genes están distribuidos en tres cromosomas (véase la Tabla 28-3). La 
transcripción de estos genes se regula por la acción combinada de las 
proteínas Gai4p, Gai80p, y Gal3p, con Gal4p desempeñando el papel 
central como activador de la transcripción. El complejo Gal4p/Gal80p es 
inactivo. La unión de la galactosa a Gal3p comporta la interacción de 
Gal3p con el complejo Gal80p-Gal4p con lo que se activa Gal4p. pro- 
duce un cambio conformacional en Gal80p. A continuación Gal4p 
reclute el Mediador SAGA y TFIID a los promotores de galactosa lo que 
lleva a reclutar la RNA polimerasa |! y al inicio de la transcripción. 


secuencias peptídicas diferentes sugieren que la natura- 
leza acídica de este domino es determinante para su 
función, a pesar de que su secuencia de aminoácidos 
concreta puede variar considerablemente. 

Spl (M, 80.000) es un activador de la transcripción 
de un gran número de genes en eucariotas superiores. 
Su sitio de unión al DNA, la caja o secuencia GC 
(secuencia consenso GGGCGG), se encuentra normal- 
mente bastante cerca de la secuencia TATA. El dominio 
de unión al DNA de la proteína Spl está cerca del extre- 
mo carboxilo y contiene tres dedos de zinc. Otros dos 
dominios de Sp1 funcionan en la activación; es destaca- 
ble que el 25% de sus residuos aminoácidos sean Gin. 
Una amplia variedad de otras proteínas activadoras 
poseen también estos dominios ricos en glutamina. 

CTF1 (factor de transcripción de unión a CCAAT 1) 
pertenece a una familia de activadores de la transcrip- 


¡ón que se unen a una secuencia denominada sitio 
O) cuencia consenso es TGGN,GCCAA, 
> quier nucleótido). El dominio de unión 


al DNA de CTF1 contiene muchos residuos aminoácidos 
básicos y la región de unión está probablemente estruc- 
turada en hélice a. Esta proteína no tiene ni motivos 
hélice-giro-hélice ni dedos de zinc; su mecanismo de 
unión al DNA todavía no se ha aclarado. CTF1 tiene un 
dominio de activación rico en prolina, en el que Pro 
representa más del 20% de los residuos aminoácidos. 

Los dominios de activación discretos y los de unión 
al DNA de las proteínas reguladoras a menudo actúan 
de forma completamente independiente, tal como se ha 
demostrado en experimentos de “intercambio de domi- 
nios”. El dominio de activación rico en prolina de CTF1 
puede fusionarse mediante técnicas de ingeniería gené- 
tica (Capítulo 9) con el dominio de unión al DNA de Sp1 
para crear una proteína que, al igual que el Sp1 intacto, 
se une a las secuencias GC del DNA y activa la trans- 
cripción de un promotor cercano (como en la Fig 
28-32b). El dominio de unión al DNA de Gal4p ha sido 
substituido experimentalmente de forma similar con el 
dominio de unión al DNA del represor LexA de E. coli 
(de la respuesta SOS; Fig. 28-21). Esta proteína quimé- 
rica ni se une a UAS, ni activa los genes GAL de la 
levadura (tal como haría la Gal4p intacta), a menos que 
la secuencia UAS, en el DNA se sustituya por el sitio de 
reconocimiento de LexA. 


La expresión génica eucariótica puede ser regulada 
por señales intercelulares e intracelulares 


Los efectos de las hormonas esteroideas (y de las hor- 
monas tiroideas y retinoides, que comparten un modo 


Gene 


s del metabolismo de la galactosa en lev 
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'aGura S 


Gen Función proteica 
Genes regulados 
GALI Galactoquinasa 
GAL2 Galactosa permeasa 
PGM2 Fosfoglucomutasa 
| GAL? Galactosa 1 -fosfato 
| uridililtransferasa 
| GAL10 UDP-glucosa 4-epimerasa 
| MELI a-Galactosidasa 
Genes reguladores 
GAL3 Inductor 
GAL4 Activador de la transcripción 
GALS0O Inhibidor de la transcripción 


A A A AAA A AA A A. y  _ _ 


Fuente: Adaptado de Reece, R. & Platt, A. (1997) Signaling activation and repression af RNA polymerase ll tranecription in yeast. Biosesays 19, 


1001-1010. 


de acción similar) son ejemplos adicionales muy bien 
estudiados de la modulación de las proteínas regulado- 
ras eucarióticas mediante la interacción directa con 
señales moleculares (véase la Fig. 12-30). A diferencia 
de otros tipos de hormonas, las hormonas de tipo este- 
roidea no se unen a receptores de la membrana plasmá- 
tica. En cambio, interaccionan con receptores intrace 
lares que son en sí mismos activado 

ción. Las hormonas esteroideas, de 


progesterona y cortisol, por ejemplo), viajan unidas à 
proteínas transportadoras específicas desde el punto de 
su liberación hasta sus tejidos diana. En el tejido diana 
la hormona pasa a través de la membrana plasmática 
por difusión simple. Una vez dentro de la célula, la hor- 
mona se une a uno de los dos tipos de receptores 
nucleares de unión de esteroides (Fig. 28-33). En 
ambos casos, el complejo hormona-receptor actúa 
mediante la unión a secuencias de DNA muy específicas 
denominadas elementos de respuesta hormonal 
(HRE), alterando de este modo la expresión génica. En 
su acción en estos sitios, los receptores actúan como 
activadores de la transcripción reclutando coactivado- 
res y la Pol II (más los factores de transcripción asocia- 
dos) para iniciar la transcripción del gen. 

Las secuencias de DNA (HRE) a las que se unen los 
complejos hormona-receptor de las diversas hormonas 
esteroideas son similares en longitud y estructura, pero 
diferentes en secuencia. Cada receptor tiene una 
secuencia HRE consenso (Tabla 28-4) a la que el com- 


FIGURA 28-32 Activadores de la transcripción. (a) Activadores típicos 
tales como CTF], Gal4p, y Spl tienen un dominio de unión al DNA y un 
dominio de activación. La naturaleza del dominio de activación se indica 
mediante símbolos: - - -, acídico; QQQ, rico en glutamina; PPP rico en 
prolina. Estas proteínas, generalmente activan la transcripción mediante 
la interacción con complejos coactivadores, tales como el Mediador. 
Obsérvese que los sitios de unión que aquí se ilustran generalmente no 
se encuentran juntos cerca de un único gen. (b) Una proteína quimérica 
gue contiene el dominio de unión al DNA de Spl y el dominio de activa- 
ción de CTF1 activa ta transcripción si está presente una secuencia GC. 


cromosómica (número de residuos) Glucosa Glicerol Galactosa 
II 528 - — +t 
XII 574 = — +++ 
XII 569 + + ++ | 
H 365 - — +++ | 
11 699 - — p | 
ii 453 - + +» | 
IV 520 - + ++ | 
XVI 881 +/— > + | 
— XMI 435 + 0 | 


plejo hormona-receptor se une bien. Cada secuencia 
consenso consiste en dos secuencias de seis nucleóli- 
dos, contiguas o separadas por tres nucleótidos, en 
tándem o dispuestas en palíndromo. Los receptores 
hormonales tienen un dominio de unión al DNA muy 
conservado con dos dedos de zinc (Fig. 28-34). El 
complejo hormona-receptor se une al DNA como un 
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dímero y los dominios con dedos de zinc de cada monó- 
mero reconocen una de las secuencias de seis nucleóti- 
dos. La capacidad de una hormona determinada para 
alterar la expresión de un gen específico a través del 
complejo hormona-receptor depende de la secuencia 
exacta del HRE, su posición respecto al gen y el número 
de HRE asociados con el gen. 

La región de unión al ligando de la proteína recep- 
tora, siempre en el extremo carboxilo, es bastante espe- 
cífica de cada receptor. Por ejemplo, en la región de 
unión al ligando, el receptor de los glucocorticoides 
tiene una similitud de sólo el 30% con el receptor de 
estrógenos y del 17% con el receptor de la hormona 
tiroidea. El tamaño de la región de unión al ligando varía 
enormemente; en el receptor de la vitamina D sólo tiene 
25 residuos aminoácidos, mientras que en el receptor 
de los mineralocorticoides tiene 603 residuos. Las muta- 
ciones que cambian un residuo aminoácido en estas 
regiones pueden provocar la pérdida de respuesta a una 
hormona determinada. Algunos humanos, incapaces de 
responder al cortisol, a la testosterona, a la vitamina D 
o a la tiroxina, tienen mutaciones de este tipo. 

Los IncRNAs introducen una nueva dimensión en la 
regulación por receptores de hormonas. Un IncRNA 
denominado GAS5 (detención del crecimiento específi- 
co 5) inhibe la activación transcripcional por el receptor 
de glucocorticoides compitiendo directamente con el 
DNA para la unión del receptor. GAS5 también inhibe la 
actividad de los receptores de andrógenos, progestero- 
na y mineralocorticoides estrechamente relacionados. 
Además, GAS5 interacciona con y secuestra ¡RNA 
llamado miR-21, que interacciona con e inhi 
dad de algunas proteínas reguladoras que ac 
supresores de tumores. La expresión de GAS5 se supri- 
me en un gran rango de tumores, resultando en el 
aumento de la expresión de hormona esteroideas, 
mayores niveles de miR-21 activo, y crecimiento más 
rápido del tumor. Niveles bajos de GAS5 correlacionan 
con peores resultados en pacientes de cáncer, haciendo 
este IncRNA un tema de intensa investigación. 

Algunos receptores hormonales, incluido el recep- 
tor de la progesterona en humanos, activan la transcrip- 
ción con ayuda de un IncRNA diferente de -700 nucleó- 
tidos que actúa como un coactivador - RNA activador 
del receptor de los esteroides (SRA). El SRA forma 


FIGURA 28-33 Mecanismos de los receptores de las hormonas este- 
roides. Hay dos tipos de receptores nucleares de unión de esteroides. 
(a) Los de Tipo i monomérico (NR) se encuentran en el citoplasma, tor- 
mando un complejo con una proteina del choque térmico (Hsp70). Los 
receptores de estrógenos, progesterona, andrógenos y glucocorticoides 
son de este tipo. Cuando se une la hormona esteroide, la Hsp7O se diso- 
cia y el receptor dimeriza, exponiendo una señal de localización nuclear. 
El receptor dimérico, con la hormona unida, migra hasta el núcleo donde 
se une a un elemento de respuesta hormonal (HRE) y actúa como un 
activador de la transcripción. (b) Los receptores de tipo Il, en cambio, se 
encuentran siempre en el núcleo, unidos a un HRE del DNA y a un corre- 
presor que los mantiene inactivos. El receptor de la hormona tiroidea 
(TR) es de este tipo, La hormona migra a través de! citoplasma y difunde 
a través de la membrana nuclear. En el núcleo se une a un heterodímero 
formado por el receptor de la hormona tiroidea y el receptor X de reti- 
noides (RXR). Un cambio conformacional provoca la disociación del 
correpresor y entonces el receptor actúa como un activador de la trans- 
cripción. 


parte de un complejo ribonucleoproteico, pero es el 
componente de RNA el responsable de la coactivación 
transcripcional. El conjunto detallado de interacciones 
entre el SRA y otros componentes de los sistemas regu- 
ladores de estos genes está todavía por descubrir. 


La fosforilación de los factores de transcripción nucleares 
puede contribuir a su regulación 


Vimos en el Capítulo 12 que los efectos de la insulina 
sobre la expresión génica se deben a una serie de pasos 


ns E O 
Complejo 
NR-Hsp7O "— Hsp70 Cambio 


Citopi - en una 
¡SS función celular 


Proteina 


| 


Dimero de NR US 


INHIBICIÓN 
HRE Gen 


(b) 


Hormona 


Membrana y 
plasmática 


Cambio en u 
función celular 


Proteína 


TABLA 28-4 ¡Elementos de respuesta 
hormonal (HRE) unidos 
por receptores hormonales 


de tipo esteroide 


| Andrógeno GG(A/T)ACAN,TGTTCT 

'Glucocorticoide GGTACAN, TGTTCT 

| Ácido retinoico (alguno) AGGTCAN,AGGTCA 

| Vitamina D AGGTCAN,AGGTCA 

Hormona tiroidea AGGTCAN,AGGTCA | 

RX: AGGTCANAGGTCANAG 
 GTCANAGGTCA 


r 


aN representa cualquier nucleótido. 
Forma un dimero con el receptor del ácido retinoico o con el 
receptor de la vitamina D. 


que desembocan finalmente en la activación de una 
proteína quinasa en el núcleo, que fosforila proteínas de 
unión al DNA específicas, cuya capacidad para actuar 
como factores de transcripción resulta modificada 
(véase la Fig. 12-19). Este mecanismo general es el res- 
ponsable de los efectos de muchas hormonas no esteroi- 
deas. Por ejemplo, la vía ¿-adregénica, que produce 
niveles altos de cAMP citosólico, el cual actúa como un 
segundo mensajero tanto en eucariotas como en bacte 
rias (véase la Fig. 28-18), también afes pa 
ción de una serie de genes, cada uno € 
encuentra cerca de una secuencia po de D 
denominada elemento de respuesta al cAMP (CRE). 
La subunidad catalítica de la proteíná quinasa A, libera- 
da al aumentar los mveles de cAMP (véase la Fig. 12-6), 
entra en el núcleo y fosforila una proteína nuclear, la 
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FIGURA 28-34 Receptores tipicos de hormonas esteroides. Estos 
proteínas receptoras poseen un sitio de unión para la hormona, un domi- 
nio de unión al DNA y una región que activa la transcripción del gen 
reguiado. El muy conservado dominio de unión.al DNA posee dos dedos 
de zinc. La secuencia aqui mostrada corresponde al receptor de los 
estrógenos, pero los residuos en negrita son comunes a todos los recep- 
tores de las hormonas esteroides. 


28.3 Regulación de la expresión génica en eucariotas 1149 


proteína de unión al CRE (CREB). Una vez fosfori- 
lada, la CREB se une a los CRE cerca de determinados 
genes y actúa como un factor de transcripción, activan- 
do la expresión de esos genes. 


Muchos mRNA eucarióticos están sometidos a represión 
traduccional 


La regulación a nivel de traducción asume un papel 
mucho más destacado en los eucariotas que en las bac- 
terias y se observa en una variedad de situaciones celu- 
lares. En contraste con el estrecho acoplamiento entre 
la transcripción y la traducción en las bacterias, los 
transcritos generados en un núcleo eucariótico tienen 
que ser procesados y transportados hacia el citoplasma 
antes de la traducción. Esto puede imponer un retraso 
significativo en la aparición de una proteína. Cuando se 
requiere un incremento rápido de la producción de una 
proteína, un mRNA reprimido traduccionalmente que 
ya está presente en el citoplasma puede ser activado 
para que sea traducido sin retraso. La regulación de la 
traducción puede desempeñar un papel especialmente 
importante en la regulación de ciertos genes eucarióti- 
cos muy largos (algunos se miden en millones de pares 
de bases), para los que la transcripción y maduración 
del mRNA puede requerir muchas horas. Algunos genes 
se regulan tanto en las etapas de transcripción como de 
traducción; esta última está implicada en el ajuste pre- 
ciso de los miveles de "proteínas celulares. En algunas 
células anucleadas, tales como los reticulocitos (eritro- 
citos inmaduros), el control transcripcional es total- 
6 equible y el control traduccional de los 
R enados se convierte en esencial. Tal como 
se describirá posteriormente, los controles de la traduc- 
ción pueden tener también un significado espacial 
durante el desarrollo, donde la traducción regulada de 
mRNA preposicionados crea un gradiente local del pro- 
ducto proteico. 
Los eucariotas tienen al menos cuatro mecanismos 
principales de regulación de la traducción: 


1. Los factores de inicio de la traducción están sujetos a 
fosforilación por diversas proteína quinasas. Las for- 
mas fosforiladas son a menudo menos activas y pro- 
vocan una depresión general de la traducción en la 
célula. 

2. Algunas proteínas se unen directamente al MRNA y 
actúan como represores traduccionales; muchas de 
ellas se unen a sitios específicos de la región 3' no 
traducida (3'UTR). Una vez posicionadas, estas pro- 
teínas interaccionan con otros factores de inicio de la 
traducción unidos al mRNA o con la subunidad ribo- 
sómica 406 para impedir el inicio de sl traducción 
(Fig. 28-35). 

3. Proteínas de unión, presentes en los eucariotas desde 
las levaduras hasta los mamíferos, impiden la interac- 
ción entre elF4E y elF4G (véase la Fig. 27-28). Las 
proteínas de los mamíferos se denominan 4E-BP 
(proteínas de unión a elF4E). Cuando el crecimiento 
celular es lento, estas proteínas limitan la traducción 
uniéndose al sitio de elF4E que normalmente interac- 
ciona con elF4G. Cuando se reanuda o aumenta el 
erecimiento celular en respuesta a factores de creci- 
miento u otros estímulos, las proteínas de unión se 
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inactivan mediante fosforilación dependiente de pro- 
teína quinasas. 

4. La regulación de la expresión génica dependiente de 
RNA, examinada más adelante, a menudo se produce 
a nivel de la represión de la traducción. 


La variedad de mecanismos de regulación traduccional 
proporciona una gran flexibilidad y permite la represión 
de sólo algunos mRNA o la regulación global de toda la 
traducción celular. 

La regulación de la traducción ha sido especialmen- 
te bien estudiada en los reticulocitos. Uno de los meca- 
nismos presentes en estas células utiliza el elF2, el fac- 
tor de inicio que se une al tRNA de inicio, y lo transpor- 
ta al ribosoma; cuando el Met-tRNA se ha unido al sitio 
P, el factor elF2B se une a elF2, reciclándolo con la 
ayuda de la unión e hidrólisis de GTP. La maduración de 
los reticulocitos implica la destrucción del núcleo celu- 
lar, que deja atrás una membrana plasmática llena de 
hemoglobina. Los RNA mensajeros presentes en el cito- 
plasma antes de la pérdida del núcleo permiten la repo- 
sición de la hemoglobina. Cuando los reticulocitos se 
vuelven deficientes en hierro o en hemo, se reprime la 
traducción de los mRNA de la globina. Una proteína 
quinasa, denominada HCR (represor controlado por 
hemina) se activa y cataliza la fosforilación de elF2. En 
su forma fosforilada, elF2 forma un complejo estable 
con elF2B que secuestra elF2, impidiendo que esté dis- 
ponible para participar en la traducción. De esta mane- 
ra, el reticulocito coordina la síntesis de globina de 
acuerdo con la disponibilidad de hemo. 


de organismos multicelulares, tema que trataremos con 
mayor detalle más adelante. 


El silenciamiento postranscripcional de los genes 
se produce por interferencia mediante RNA 


En los eucariotas superiores, incluidos los nemátodos, 
las moscas del vinagre, las plantas y los mamíferos, los 
micro-RNA (miRNA) median el silenciamiento de 
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FIGURA 28-35 Regulación traduccional de mRNA eucarióticos. Uno 
de los mecanismos de regulación de la traducción más importantes en 
los eucariotas se basa en la unión de represores de la traducción (proteí- 
nas de unión al RNA) a sitios específicos de la región 3' no traducida 
(JUTR) del mRNA. Estas proteínas interaccionan con factores de inicio 
eucarióticos o con el ribosoma para impedir o disminuir la traducción 


muchos genes. En un fenóme- 
no descrito por primera vez 
por Craig Mello y Andrew 
Fire, estos RNA actúan inte- 
raccionando con el mRNA, a 
menudo en el 3UTR, provo- 
cando tanto la degradación 
del mRNA o la inhibición de su 
traducción. En ambos casos, 
el mRNA, y por tanto el gen 
que lo produce, es silenciado. 


T porin l Esta forma de regulación géni- 
[Fuente: Cortesia de Craig 1 del 
Mello.] ca controla las etapas de 


desarrollo en al menos algu- 
nos organismos. También se 
usa como un mecanismo de 
protección frente a RNA de 
virus invasores (de particular 
importancia en las plantas que 
carecen de sistema inmunita- 
rio) y para controlar la activi- 
dad de los transposones. Ade- 
más, estas pequeñas molécu- 
las de RNA pueden jugar un 
papel fundamental (pero 
todavía por definir) en la for- 
mación de la heterocromatina. 

Muchos miRNA sólo están presentes de forma tran- 
sitoria durante el desarrollo y, a veces, se denominan 
RNA temporales pequeños (stRNA ). En los eucario- 


Andrew Fire 
[Fuente: Linda A. Cicero/ 
Stanford News Service. ] 


Bas superiores se han identificado millares de miRNA 
raren COME pueden influir en la regulación de un 


nes de los mamíferos. Se transcriben en 
forma de un RNA precursor de unos 70 nucleótidos de 
longitud, con secuencias internas complementarias que 
forman estructuras en horquilla. Los detalles de la 
maduración de los miRNA se han descrito en el Capítu- 
lo 26 (véase la Fig. 26-27). Los precursores se cortan 
con endonucleasas como Drosha y Dicer para formar 
dúplex cortos de 20 a 25 nucleótidos de longitud. Una 
de las hebras del miRNA maduro se asocia con el mRNA 
diana (o con el RNA de un virus o de un transposón), 
provocando la inhibición de la traducción o la degrada- 
ción del mRNA (Fig. 28-36). Algunos miRNA se unen 
y afectan a un único mRNA por lo que sólo afectan a la 
expresión de un gen. Otros interaccionan con múltiples 
mRNA y, por tanto, constituyen el núcleo del mecanis- 
mo de los regulones que coordinan la expresión de una 
multiplicidad de genes. 

Este mecanismo de regulación génica tiene un 
aspecto que lo hace muy útil e interesante desde un 
punto de vista práctico. Si se introduce en un organismo 
una molécula de RNA dúplex, correspondiente a la 
secuencia de prácticamente cualquier mRNA, la endo- 
nucleasa Dicer corta el dúplex en fragmentos cortos 
denominados RNA de interferencia pequeños 
(siRNA). Estos fragmentos se unen al mRNA y lo silen- 
cian. (Fig. 28-36b). El proceso se conoce como interfe- 
rencia por RNA (RNAi). En las plantas, prácticamen- 
te cualquier gen puede ser silenciado de esta manera. 
Los nematodos pueden ingerir rápidamente RNAs fun- 
cionales enteros, y la simple introducción del RNA 
dúplex en la dieta de los gusanos produce la supresión 
efectiva del gen diana. La técnica es una herramienta 


importante en los esfuerzos actuales para estudiar la 
función génica, porque puede suprimirla sin necesidad 
de crear un organismo mutante. Este procedimiento 
también se puede aplicar en humanos. Se han usado 
siRNA sintetizados en el laboratorio para bloquear el 
VIH y las infecciones por poliovirus en células humanas 
en cultivo durante una semana aproximadamente. La 
aplicación más amplia de terapias basadas en RNAi fue 
inicialmente bloqueada por la dificultad inherente en la 
entrega de moléculas de RNAi a su objetivo requerido, 
dadas las numerosas nucleasas que degradan el RNA en 
tejidos humanos. Con los reciente avances en los méto- 
dos de entrega, ahora hay más de una docena de tera- 
pias con RNAi en ensayos clínicos avanzados para tratar 
una serie de condiciones, desde polineuropatía amiloi- 
dea familiar hasta infecciones virales y cáncer. 


La regulación de la expresión génica debida al RNA 
adopta múltiples formas en eucariotas 


Los RNA de función especializada de los eucariotas 
incluyen los miRNA descritos anteriormente; los snRNA, 
que intervienen en el corte y empalme del RNA (véase 
la Fig. 26-16); los snoRNA, implicados en la modifica- 
ción del rRNA (véase la Fig. 26-25) y los IncRNAs, ya 
tratados en este capítulo. Todos estos RNAs, como 
todos los RNAs (independientemente de su longitud) 
que no codifican proteínas, incluidos los rkRNA y los 
tRNA, se designan genéricamente como neRNA (RNA 
no codificantes). Los genomas de los mamíferos pare- 
cen codificar más ncRNA que RNA codi tes. No 
pues, sorprendente que continúen descúbri 
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FIGURA 28-36 Silenciamiento de genes por RNA de interferencia. 
(a) RNAs pequeños transitorios (stRNAs, un tipo de miRNAs) son gene- 
rados por el enzima triturador DICER a partir de precursores largos y 
plegados para crear regiones de doble cadena. Los siRNA se unen a los 
MRNA, provocando la degradación del mRNA o la imhibición de la tra- 
ducción. (b) Se pueden construir RNA de doble. cadena para introducir- 
los en las células. El triturador corta el dúplex de RNA en pequeños RNA 
(siRNA) de interferencia, que interaccionan con el RNA diana. Á su vez 
se degrada o se inhibe la traducción del mRNA 
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vas clases funcionales de ncRNA. Aquí se describen 
algunos ejemplos de ncRNA que participan en la regula- 
ción génica, los cuales se designan como IncRNAs cuan- 
do su longitud excede los 200 nucleótidos. 

El factor 1 del choque térmico (HFS-1) es una pro- 
teína activadora que, en células no estresadas, se 
encuentra como un monómero unido a la chaperona 
Hsp90. En condiciones de estrés, el HSF-1 se disocia de 
la Hsp90 y trimeriza. El trímero de HSF-1 se une al 
DNA y activa la transcripción de genes cuyos productos 
son necesarios para afrontar el estrés. Un ncRNA, 
denominado HSR1 (RNA 1 del choque térmico; -600 
nucleótidos) estimula la trimerización de HSF1 y la 
unión al DNA. El HSR1 no actúa solo; funciona como un 
complejo con el factor de elongación de la traducción 
eEF1A. 

Otros RNA afectan la transcripción de diversos 
modos. Un ncRNA de 331 nucleótidos, denominado 
7SK, abundante en los mamíferos, se une al factor de 
elongación de la transcripción p-TEFb (véase la Tabla 
26-2) de Pol H y reprime la elongación del transcrito. El 
ncRNA B2 (-178 nucleótidos), se une directamente a 
Pol I] durante el choque térmico y reprime la transcrip- 
ción. Pol I unida a B2 puede formar parte de un PIC 
estable, pero la transcripción está bloqueada. El RNA 
B2 bloquea, pues, la transcripción de muchos genes 
durante el choque térmico, Se desconoce aún el meca- 
nismo que permite la expresión de los genes que res- 
ponden a HSF-1 en presencia de B2. 

Los papeles conocidos de los ncRNA en la expre- 
sión génica y otros procesos celulares siguen expan- 


A aa lo, Al mismo tiempo, el estudio de 
i ica del la regulación génica está cada vez 


menos centrado en las proteínas. 


El desarrollo está controlado por cascadas de proteínas 
reguladoras 


Por su gran complejidad y complicada coordinación, los 
patrones de regulación génica que rigen el desarrollo 
desde el zigoto hasta un animal o planta multicelular no 
tienen parangón. El desarrollo requiere transforinacio- 
nes de morfología y de composición proteica que depen- 
den de cambios estrechamente coordinados en la 
expresión del genoma. Se expresan más genes durante 
el desarrollo temprano que en ningún otro momento del 
ciclo vital. Por ejemplo, el oocito del erizo de mar tiene 
alrededor de 18.500 mRNA diferentes, en comparación 
con los aproximadamente 6.000 mRNA diferentes de las 
células de un tejido diferenciado típico. Los mRNA del 
oocito dan lugar a una cascada de sucesos que regulan 
la expresión de muchos genes tanto en el espacio como 
en el tiempo. 

Varios organismos se han convertido en importan- 
tes sistemas modelo para el estudio del desarrollo, ya 
que son fáciles de mantener en el laboratorio y tienen 
un tiempo de generación relativamente corto. Entre 
ellos se encuentran los nemátodos, las moscas del yina- 
gre, el pez cebra, los ratones y la planta Arabidopsis. 
Esta discusión se centra en el desarrollo de las moscas 
del vinagre. Nuestra comprensión de los procesos mole- 
culares durante el desarrollo de Drosophila meláno- 
gaster es especialmente detallada y puede ser útil para 
ilustrar patrones y principios de significación general. 
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El ciclo vital de la mosca del vinagre incluye la 
metamorfosis completa durante su progreso desde 
embrión hasta adulto (Fig. 28-37). Entre las caracte- 
rísticas más importantes del embrión están la polari- 
dad (las partes anterior y posterior del animal son 
fácilmente distinguibles, al igual que sus partes dorsal y 
ventral) y el metamerismo (el cuerpo del embrión está 
compuesto por una serie de segmentos repetidos, cada 
uno con propiedades características). Durante el desa- 
rrollo, estos segmentos se organizan en cabeza, tórax y 
abdomen. Cada segmento del tórax del adulto tiene un 
conjunto de apéndices diferentes. El desarrollo de este 
patrón complejo se encuentra bajo control genético, y 
se han descubierto diversos genes reguladores del 
patrón que afectan profundamente la organización del 
cuerpo. 

El huevo de Drosophila, junto con 15 células nodri- 
za, está rodeado por una capa de células foliculares 
(Fig. 28-38). A medida que se forma la célula huevo 
(antes de la fecundación), los mRNA y proteínas que se 
originan en las células nodriza y foliculares se depositan 
en la célula huevo, donde desempeñan un papel deter- 
minante en el desarrollo. Una vez puesto el huevo ferti- 
lizado, su núcleo se divide y sus descendientes nuclea- 
res eontinúan dividiéndose sincrónicamente cada 6 a 10 
min. Las membranas plasmáticas no se forman alrede- 
dor de estos núcleos, sino que éstos se distribuyen 
dentro del citoplasma del huevo (formando un sincitio). 
Al cabo de ocho a once ciclos de división nuclear, los 
núcleos migran hacia la capa externa del huevo, daf 
mando una monocapa de núcleos que rodęg% 
ma común rico en yema; éste es el blastode 
Después de algunas divisiones adicionales, tivag 
nes de la membrana envuelven los núcleos para crear 
una capa de células que forman el blastodermo celular. 
En esta fase, los ciclos mitóticos de las células pierden 
su sincronía. El destino de las células en el desarrollo 
viene determinado por los mRNA y las proteínas depo- 
sitadas originalmente en el huevo por las células nodriza 
y foliculares. 


Las proteínas cuya con- 
centración o actividad local 
provocan que el tejido circun- 
dante adopte una forma o 
estructura particular a veces 
se denominan morfógenos; 
son los productos de los genes 
reguladores del patrón. Tal 
como definieron Christiane 
Nússlein-Volhard, Edward B. 
Lewis y Eric F. Wieschaus, 
tres clases principales de 
genes que regulan el patrón 
(maternos, de segmentación y 
homeóticos) actúan en sucesi- 
vos estadios del desarrollo 
para especificar las caracte- 
rísticas básicas del cuerpo 
embrionario de Drosophila. 
Los genes maternos se 
expresan en el huevo no fe- 
cundado y los mRNA mater- 
nos resultantes permanecen 
latentes basta la fecundación. 
Estos proporcionan la mayoría 
de las proteínas necesarias en 
el desarrollo más temprano, 
hasta que se forma el blasto- 
dermo celular. Algunas de las 
proteínas codificadas por los 
mRNA maternos dirigen la 
organización espacial del 
embrión en desarrollo en esta- 
dios tempranos, estableciendo 
su polaridad. Los genes de 
segmentación se transcriben 
después de la fecundación y 
dirigen la formación del número correcto de segmentos 
corporales. Al menos tres subclases de genes de seg- 
mentación actúan en etapas sucesivas: los genes gap 


Christiane Nússlein-Volhard 
[Fuente: L'Oréal/Micheline 
Pelletier.] 


Edward B. Lewis, 1918-2004 
[Fuente: CalTech Archives, 
California Institute of 
Technology.) 


Eric F. Wieschaus 
[Fuente: Cortesia de Fric F. 
Wieschaus.] 
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FIGURA 28-37 Ciclo vital de la mosca del vinagre Drosophila mela- 


nogaster. Drosophila experimenta una metamorfosis completa, lo que 
significa que la forma del insecto adulto es radical'mente diferente de 
sus estadios inmaduros, una transformación que requiere extensas alte- 
raciones durante el desarrollo Hacia el estadio embrionario tardío, se 
han formado los segmentos, cada uno contiene estructuras especializa- 
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das a partir de las cuales se desarrollarán varios apéndices y otras 
características en la mosca adulta. [Fuentes: Embrión tardío : Cortesía 
de F. R. Turner, Departamento de Biologia, University of Indiana, Bloo- 
mington. Otras fotografías: Cortesía de Prof. Dr. Christian Kiambt, Wes- 
tfálische Wilhelms-Universitát Münster, Institut für Neuro- und Verhal- 
tensbiologie.] 


FIGURA 28-38 Desarrollo temprano en Drosophila. Durante el desa- 
rrollo del huevo se depositan mRNA maternos (incluyendo los transcri- 
tos de los genes bicoid y nanos, que se tratan en el texto) y proteínas en 
el vocito en desarrollo (célula huevo no fecundada) por mediación de 
células nodriza y células foliculares. Después de la fecundación, los dos 
núcleos del huevo fecundado se dividen en sincronía en el citoplasma 
común (sincitio) y a continuación emigran hacía la periferia. Invaginacio- 
nes de la membrana rodean los núcleos para formar una monocapa de 
células en la periferia; ésta es la fase de blastodermo celular. Durante las 
divisiones nucleares tempranas, varios núcleos en el extremo más poste- 
rior se convierten en células polares que se transtorman más tarde en 
células de la línea germinal. 


dividen el embrión en desarrollo en varias regiones 
amplias; los genes de la regla par junto con los genes 
de la polaridad de los segmentos definen 14 bandas 
que se convierten en los 14 segmentos de un embrión 
normal. Los genes homeóticos se expresan todavía 
más tarde; especifican qué órganos y apéndices se desa- 
rrollarán en los distintos segmentos corporales. 

Los numerosos genes reguladores de estas tres cla- 
ses dirigen el desarrollo de una mosca adulta con una 
cabeza, un tórax, y un abdomen, con el número adecua- 
do de segmentos y con los apéndices correctos en cada 
segmento. Aunque la embriogénesis tarda cerca de un 
día en completarse, todos estos genes se activan duran- 
te las primeras cuatro horas. Algunos mRNAs y proteí- 
nas están presentes sólo durante unos pocos minutos en 
puntos específicos durante este periodo. Algunos de los 
genes codifican factores de transcripción que afectan la 
expresión de otros genes en una especie de-gascada 
desarrollo. También se da la regulación 
traducción y muchos genes reguladores codifican fe 
sores de la traducción, la mayoría de los cuales se unen 
al YUTR del mRNA (Fig. 28-35). Debido a que muchos 
mRNA se depositan en el huevo mucho antes de que se 
requiera su traducción, la represión de la traducción 
constituye una vía especialmente importante para la 
regulación de las rutas del desarrollo. 


Genes maternos Algunos genes maternos se expresan 
en las células nodriza y foliculares y algunos en el propio 
huevo. En el huevo de Drosophila no fecundado, los 
productos génicos maternos establecen dos ejes: el 
antero-posterior y el dorso-ventral, y por tanto definen 
qué regiones del huevo radialmente simétrico se desa- 
rrollarán para dar la cabeza y el abdomen, así como la 
parte dorsal y ventral de la mosca adulta. 

Si todas las células se dividiesen produciendo dos 
células hijas idénticas, los organismos multicelulares 
nunca serían algo más que una bola de células idénticas. 
La generación de diferentes destinos celulares requiere 
divisiones celulares asimétricas programadas. Un hecho 
clave muy al principio del desarrollo es el estableci- 
miento de gradientes de mRNA y proteínas a lo largo de 
los ejes corporales, Algunos mRNA maternos tienen 
productos proteicos que difunden a través del citoplas- 
ma para crear una distribución asimétrica en el huevo. 
Diferentes células en el blastodermo celular reciben, 
por tanto, cantidades diferentes de estas proteínas, que 
sitúan las células en diferentes vías del desarrollo. Los 
productos de los mRNA maternos inclúyen activadores 
o represores transcripcionales, así como represores tra- 
duccionales; todos ellos regulan la expresión de otros 
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genes reguladores del patrón. Los patrones específicos 
resultantes y las secuencias de expresión génica difie- 
ren, por tanto, entre las distintas líneas celulares que, 
en último término, dirigen el desarrollo de cada estruc- 
tura adulta. 
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FIGURA 28-39 Distribución de un producto génico materno en un 
huevo de Drosophila. (a) Micrografía de un huevo teñido inmunológica- 
mente (arrib), que muestra la distribución del producto del gen bicoid 
(bcd). La gráfica mide la intensidad de la tinción. Esta distribución es 
esencial para el desarrollo normal de las estructuras anteriores del animal 
(abajo). (b) Si no se expresa el gen bcd en la madre Ci bed / bc 


Of? 


El eje antero-posterior de Drosophila se define, al 
menos en parte, por los productos de los genes bicoid y 
nanos. El producto del gen bicoid es un importante 
morfógeno anterior y el producto génico nanos es un 
importante morfógeno posterior. El mRNA del gen 
bicord se sintetiza por las células nodriza y se deposita 
en el huevo no fecundado cerca del polo anterior. Núss- 
lein-Volhard descubrió que este mRNA se traduce poco 
después de la fecundación y que la proteína Bicoid 
difunde a través de la célula, para crear hacia la séptima 
división nuclear, un gradiente de concentración que irra- 
dia desde el polo anterior (Fig. 28-39a). La proteína 
Bicoid es un factor de transcripción que activa la expre- 
sión de diversos genes de segmentación; la proteína 
contiene un homeodominio (pág. 1135). Bicoid también 
es un represor traduccional que inactiva ciertos mRNA. 
Las cantidades de proteína Bicoid en varias partes del 
embrión afectan la expresión ulterior de otros genes de 
manera dependiente de umbral. Los genes se activan 
transcripcionalmente o se reprimen traduccionalmente 
sólo donde la concentración de proteína Bicoid excede 
el umbral. Los cambios en la forma del gradiente de con- 
centración de Bicoid tienen efectos espectaculares 
sobre el patrón corporal. La falta de proteína Bicoid 
provoca el desarrollo de un embrión con dos abdómenes, 
pero sin cabeza ni tórax (Fig. 28-39b); no obstante, estos 
embriones sin Bicoid se desarrollan de manera normal si 
se inyecta una cantidad adecuada de mRNA bicotd en el 
extremo apropiado del huevo. El gen nanos tiene un 
papel análogo, pero su mRNA se deposita en el extremo 
posterior del huevo y el gradiente proteico antero-poste- 
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y, por lo tanto, no se deposita en el huevo mRNA bicoid, el embrión 
resultante tiene dos partes posteriores (y muere pronto).[Fuente: Repu- 
blicado con permisos de Elsevier, de “The bicoid protein determines posi- 
tion in the Drosophila embryo in a concentration-dependent manner” por 
Wolfgang Driever y Christiane Nússlein-Volhard, Cell 54:83-93, July 1, 
1988; permiso expresado a través de Copyright Clearance Center, inc.) 
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rior llega a su punto más alto en el polo posterior. La 
proteína Nanos es un represor traduccional. 

Una visión más amplia de los efectos de los genes 
maternos revela los aspectos fundamentales de un cir- 
cuito del desarrollo. Además de los mRNA bicoid y 
nanos, que se depositan en el huevo asimétricamente, 
otros MRNA maternos se depositan uniformemente en 
todo el citoplasma del huevo. Tres de estos mRNA codi- 
fican las proteínas Pumilio, Hunchback y Caudal, todas 
ellas afectadas por nanos y bicoid (Fig. 28-40). Cau- 
dal y Pumilio intervienen en el desarrollo del extremo 
posterior de la mosca. Caudal es un activador transcrip- 
cional con un homeodominio, Pumilio es un represor 
traduccional. La proteína Hunchback desempeña un 
papel importante en el desarrollo de la parte anterior de 
la mosca y también es un regulador transcripcional de 
varios genes, siendo en algunos casos un regulador posi- 
tivo y en otros casos, negativo. Bicoid suprime la tra- 
ducción de caudal en el extremo anterior y también 
actúa como un activador transcripcional de hunchback 
en el blastodermo celular. Debido a que hunchback se 
expresa tanto a partir de mRNA maternos como de 
genes del huevo en desarrollo, se considera tanto un 
gen materno como un gen de segmentación. El resulta- 
do de las actividades de Bicoid es un incremento de la 
concentración de Hunchback en el extremo anterior del 
huevo. Las proteínas Nanos y Pumilio actúan como 
represores traduccionales de hunchback, suprimiendo 
la síntesis de su proteína cerca del extremo posterior 
del huevo. Pumilio no funciona en ausencia de la proteí- 
na Nanos y el gradiente de la expresión de Nanos limita 


La traducción del mRNA y la difusión del producto 
crean gradientes de concentración en el embrión 
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FIGURA 23-40 Circuitos reguladores del eje antero-posterior en un 
huevo de Drosophila. Los mRNA bicoid y nanos se localizan cerca de los 
polos anterior y posterior, respectivamente. Los mRNA caudal h 
back, y pumilic se distribuyen de manera u e por todé Ny- 
plasma del huevo. Los gradientes de proteín i 
afectan a la expresión de los mRNA caudal y Runchback tal cò 
muestra y dan lugar a la acumulación de proteína Hunchback en la parte 
anterior y de proteina Caudal en la parte posterior del huevo. Debido a 
que la proteína Pumilio requiere la proteína Nanos para su actividad 
como represor de la traducción de hunchback, sólo actúa en el extrerno 
posterior. 
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FIGURA 28-41 Distribución del producto del gen fushi tarazu (ftz) 
en embriones tempranos de Drosophila. (a) Después de un procedi- 
miento de tinción específica de gen, el producto génico se puede detec- 
tar en siete bandas que circundan al embrión. (b) Estas bandas aparecen 
como manchas oscuras (generadas por una marca radiactiva) en una 
autorradiografía de una sección transversal, y marcan tos márgenes 
anteriores de los segmentos en el embrión tardío. [Fuentes: (a) Cortesía 
de Stephen J. Small, Departamento de Biología, New York University. (b) 
Cortesía de Phillip Ingham, imperial Colíege London ] 
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la actividad de ambas proteínas a la región posterior. La 
represión traduccional del gen hunchback provoca la 
degradación del mRNA de hunchback cerca del extre- 
mo posterior. Sin embargo, la falta de proteína Bicoid en 
la parte posterior promueve la expresión de caudal. De 
esta manera, las proteínas Hunchback y Caudal acaban 
distribuidas asimétricamente en el huevo. 


Genes de segmentación Los genes gap, los genes de la 
regla par y los genes de la polaridad de los segmentos, 
tres subclases de genes de segmentación en Drosopht- 
la, se activan en fases sucesivas del desarrollo embrio- 
nario. La expresión de los genes gap está regulada 
generalmente por los productos de uno o más genes 
maternos. Al menos alguno de los genes gap codifica 
factores de transcripción que afectan la expresión de 
otros genes de segmentación u homeóticos (tardíos). 

Un gen de segmentación bien caracterizado es 
fushi tarazu (ftz), de la subclase de la regla par. Cuan- 
do se elimina ftz, el embrión desarrolla siete segmentos 
en lugar de los 14 normales, cada segmento con el doble 
de la anchura normal. La proteína Fushi-tarazu (Ftz) es 
un activador transcripcional con un homeodominio. Los 
mRNA y las proteínas derivadas del gen ftz normal se 
acumulan en un patrón espectacular de siete bandas 
que rodea los dos tercios posteriores del embrión 
(Fig. 28-41). Las bandas delimitan las posiciones de 
los segmentos que se desarrollarán posteriormente; 
estos segmentos desaparecen si se pierde la función fiz. 
La proteína Ftz y algunas proteínas reguladoras simila- 
res f directa o indirectamente la expresión de un 
¡limero de genes en la cascada del desarrollo. 
Genes homeóticos Un conjunto de 8 a 11 genes homeó- 
ticos dirige la formación de estructuras particulares en 
lugares determinados del organismo. Estos genes se 
denominan comúnmente genes Hox, término derivado 
de “homeosecuencia”, la secuencia génica conservada 
que codifica el homeodominio y que está presente en 
todos estos genes. A pesar de su denominación, estas no 
son las únicas proteínas relacionadas con el desarrollo 
que contienen un homeodominio (por ejemplo, el pro- 
ducto del gen bicord, descrito anteriormente contiene 
un homeodominio), y “Hox” es más una clasificación 
funcional que estructural. Los genes Hox están organi- 
zados en agrupamientos genómicos. Drosophila tiene 
un agrupamiento de este tipo y los mamíferos tienen 
cuatro (Fig. 28-42). Los genes de estos agrupamientos 
son sorprendentemente similares desde los nemátodos 
hasta los humanos. En Drosophila, cada uno de los : 
genes Hox se expresa en un segmento particular del 
embrión y controla el desarrollo de la parte correspon- 
diente de la mosca madura. La nomenclatura utilizada 
para describir los genes Fox puede resultar confusa. 
Tienen nombres históricos en la mosca del vinagre (por 
ejemplo, ultrabithorax), mientras que en los mamífe- 
ros coexisten dos sistemas para designar los agrupa- 
mientos, basados en letras (A, B, C, D) o en números (1, 
2,3, 4). 

Todos los genes que promueven estadios diferentes 
del desarrollo deben reprimirse después que su función 
se haya completado. La expresión de los genes For se 
suprime por dos complejos, PRC1 y PRC2 (complejos 
represivos polycomb). PRC1 ubiquitina la histona H2A; 
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PRC2 metila la Lys” en la histona H3. Estas modificacio- 
nes conducen a cambios estructurales en la cromatina 
que reducen los niveles de transcripción. Algunos IncR- 
NAs desempeñan un papel en dirigir PRC1 y PRC2 a 
regiones cromosómicas donde se necesita un silencia- 


(a) 


FIGURA 28-43 Efectos de mutaciones en genes Hox de Drosophila. 
(a) Cabeza normal. (b) Mutante homeótico (antennapaedia) en el que 
las antenas se han reemplazado por patas. (c) Estructura corporat nor- 
mal. (d) Mutante homeótico (bithorax), en el que se desarrolla incorrec- 


FIGURA 28-42 Los agrupamientos de genes Hox y su efecto sobre el 
desarrollo, (a) Cada gen Hox en la mosca del vinagre es responsable det 
desarrollo de estructuras en una parte definida del cuerpo y se expresa 
en regiones definidas del embrión, tal como se muestra aquí en código 
de colores. (b) Drosophila tiene un grupo de genes Hox, el genoma 
humano tiene cuatro, Muchos de estos genes están muy conservados en 
los animales multicelulares. Las relaciones evolutivas, puestas de mani- 
fiesto por los alineamientos de las secuencias de los genes Hox del agru- 
pamiento de Drosophila con los agrupamientos de los genes Hox de los 
mamíferos, se muestran por líneas discontinuas. Relaciones similares 
entre los cuatro agrupamientos de los genes Hox de mamiferos se indi- 
can por alineamiento vertical. [Fuente: (a) F. R. Turner, University of 
Indiana, Departamento de Biología] 


miento génico. Defectos en PRC1 y PRC2 pueden con- 
ducir a un crecimiento celular descontrolado, y la fun- 
ción de uno o ambos de estos complejos es a menudo 
perturbada en células tumorales. 

La pérdida de genes Hox en la mosca del vinagre 
por mutación o deleción es la causa de la aparición de 
un apéndice o estructura corporal normal en una posi- 
ción corporal mapropiada. Un ejemplo importante es el 
gen ultrabithorax (ubx). Cuando se pierde la función 
de Ubx, el primer segmento abdominal se desarrolla 
incorrectamente, adoptando la estructura del tercer 
segmento torácico. Otras mutaciones homeóticas cono- 
cidas son causa de la formación de un par de alas extra 
o dos patas en la posición de la cabeza donde normal- 
mente se encuentran las antenas (Fig. 28-43). Los 

enes Hox a menudo se extienden a lo largo de largas 
nes del DNA. El gen ubx, por ejemplo, tiene una 
0 pb. Más de 73.000 pb de este gen 

s$, uno de los cuales tiene una longitud 

más de 50.000 pb. La transcripción del gen ubr tarda 
cerca de una hora. Se cree que esta demora en la 
expresión del gen Ubx es un mecanismo temporizador 
implicado en la regulación temporal de ulteriores fases 
del desarrollo. Muchos genes Hox son regulados ade- 
más por MIRNA codificados en las regiones intergéni- 
cas de los agrupamientos de los genes Hox. Todos los 
productos de los genes Hox son factores de transcrip- 


(b) (d) 


tamente un segmento y produce un par de alas extra, [Fuente: (a,b) F. R. 
Turner, University of Indiana, Departamento de Biología (c,d) Cortesía de 
Nipam Patel, Patei Lab, Berkeley, California. ] 


ción que regulan la expresión de una serie de genes 
posteriores. 

Muchos de los principios del desarrollo descritos 
anteriormente son aplicables a otros eucariotas desde 
los nemátodos hasta los humanos. Algunas de las proteí- 
nas reguladoras están conservadas. Por ejemplo, los 
productos de los genes con homeosecuencias HOXA7 
en el ratón y antennapedia de la mosca del vinagre 
difieren en un solo residuo aminoácido. Por supuesto, a 
pesar de que los mecanismos de regulación molecular 
pueden ser similares, muchos de los aspectos del desa- 
rrollo final no están conservados (los humanos no tie- 
nen ni alas ni antenas). El resultado final está determi- 
nado por las diferencias en los genes controlados por los 
genes Hox. El descubrimiento de determinantes estruc- 
turales con funciones moleculares identificables es el 
primer paso en la comprensión de los procesos molecu- 
lares subyacentes del desarrollo. A medida que se vayan 
descubriendo más genes y sus productos proteicos, las 
características bioquímicas de este inmenso rompeca- 
bezas se conocerán cada vez con mayor detalle. 


El potencial de desarrollo de las células madre 
puede controlarse 


Si podemos entender el desarrollo, y los mecanismos 
subyacentes de regulación génica, podremos controlar- 
lo. Un humano adulto posee muchos tipos diferentes de 
tejidos. Muchas células están diferenciadas terminal- 
mente y ya no se dividen. Si la función de un gano 
está alterada por una enfermedad o - 
bro por un accidente, los tejidos no pueder 
zados. La mayoría de las células, debidó'a 
de regulación presentes, o incluso a la pérdida « de parte 
o la totalidad del DNA genómico, no pueden reprogra- 
marse con facilidad. La medicina ha hecho posible el 
transplante de órganos, pero los donantes son escasos y 
el rechazo sigue siendo un serio problema médico. Si los 
humanos pudiesen regenerar sus propios órganos o 
miembros o el tejido nervioso, el rechazo dejaría de ser 
un problema. La curación del fallo renal o de las enfer- 
medades neurodegenerativas se harían realidad. 

La clave para la regeneración de los tejidos reside en 
las células madre, células que han conservado la capa- 
cidad de diferenciarse en diversos tejidos. En los huma- 
nos, después de la fertilización del óvulo, las primeras 
divisiones celulares crean un agregado de células toti- 
potentes, denominado la mórula, que tienen la capaci- 
dad de diferenciarse individualmente para dar cualquier 
tejido o incluso un organismo completo (Fig. 28-44). La 
división celular continuada produce una esfera hueca, el 
blastocisto. Las células exteriores del blastocisto acaba- 
rán por formar la placenta. Las capas inferiores forman 
las capas germinales del feto en desarrollo, el ectoder- 
mo, el mesodermo y el'ectodermo. Estas células son 
pluripotentes: pueden originar células de las tres capas 
germinales y pueden diferenciarse dando muchos tipos 


FIGURA 23-44 Células madre totipotentes y pluripotentes. Las célu- 
las del estadio mórula son totipotentes y tienen capacidad para diferen- 
ciarse dando un organismo completo. «La fuente de células madre 
embrionarias pluripotentes son las células de la masa interior del del 
biastocisto. Las células pluripotentes dan lugar a muchos tejidos pero no 
pueden formar organismos completos. 
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de tejidos. Sin embargo, no pueden originar un organis- 
mo completo. Algunas de estas células son unipoten- 
tes: pueden desarrollarse en un solo tipo de célula y/o 
tejido. Las células pluripotentes del blastocisto, las célu- 
las madre embrionarias, son las que se usan corrien- 
temente en la investigación de células madre. 

Las células madre tienen dos funciones: reemplazar- 
se a sí mismas y, al mismo tiempo, suministrar células que 
puedan diferenciarse. Estas tareas pueden realizarse de 
varias maneras (Fig. 28-45a). Todas las células madre o 
parte de ellas pueden, en principio, estar implicadas en el 
reemplazamiento, la diferenciación o en ambos. 

Otros tipos de células madre pueden utilizarse 
potencialmente con propósitos médicos. En el organis- 
mo adulto, las células madre adultas, producto de 
diferenciación adicional, tienen un potencial más limita- 
do de desarrollo ulterior que las células madre embrio- 
narias. Por ejemplo, las células madre hematopoyéticas 
de la médula ósea pueden dar lugar a muchos tipos de 
células sanguíneas y también a células con capacidad de 
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RECUADRO 28-1 


| En Sudamérica se encuentran varias especies de 
| pinzones que se alimentan de semillas. Hace unos 3 
| millones de años, un pequeño grupo de pinzones de 
| una sola especie emprendieron el vuelo desde la 
costa del Pacífico del continente. Tal vez arrastrados 
| por una tormenta, perdieron de vista la costa y viaja- 
i. ron cerca de 1000 km. Estos pequeños pájaros debe- 
i| rían haber perecido durante semejante recorrido, 
|; pero contra toda probabilidad el grupo alcanzó una 
i|} isla volcánica de un archipiélago recientemente for- 
|| mado, más tarde conocido como las Galápagos. Era 
un paisaje virgen con recursos alimenticios sin explo- 

tar y los pinzones recién llegados sobrevivieron. Con 

el paso de los años, se formaron nuevas islas que 

fueron colonizadas por nuevas plantas e insectos, y 

también por los pinzones. Los pájaros aprovecharon 

los nuevos recursos de las islas, y grupos de pájaros 
i| se fueron especializando gradualmente, originando 
||} nuevas especies, Cuando en 1835 Charles Darwin 
puso el pie en las islas, había muchas especies dife- 
rentes de pinzones en las diversas islas del archipié- 
lago, que se alimentaban de semillas, frutos, insectos, 
polen e incluso sangre. 

La diversidad de las criaturas vivientes fue causa 
de asombro para los humanos mucho antes de que 
los científicos se plantearan descubrir su origen. El 
extraordinario legado de Darwin, inspirado en parte 


por su encuentro con los pinzones de las Galápagos, 
supuso una explicación general para la exi V 


organismos con una gran variedad de aparièricias y 
características. También planteó muchas preguntas 
| sobre los mecanismos de la evolución. Las respuestas 
| a estas preguntas se han empezado a producir, pri- 
mero a través del estudio de los genomas y del meta- 
bolismo de los ácidos nucleicos durante la segunda 
mitad del siglo XX y, más recientemente, a través de 
la disciplina emergente conocida como evo-deyo, una 
mezela de biología evolutiva y del desarrollo. 

En su forma actual, la teoría de la evolución tiene 
dos elementos principales: las mutaciones en una 
población generan diversidad genética; la selección 
natural actúa a continuación sobre esta diversidad 
favoreciendo a los individuos con mayores capacida- 
des genómicas y perjudicando a los restantes, Las 
; mutaciones se producen a un ritmo significativo en el 
genoma de cualquier célula (véase la Sección 8.3). 
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regenerar el hueso. Se las conoce como multipoten- 
tes. Sin embargo, estas células no pueden diferenciarse 
en hígado, riñón o una neurona. A menudo se dice que 
las células madre adultas tienen un nicho, un microen- 
torno que promueve el mantenimiento de las células 
madre y que a la vez permite la diferenciación de algu- 
nas células hijas que servirán de reemplazo de las célu- 
las del tejido al que pertenecen (Fig.28-45b). Las célu- 
las madre hematopoyéticas de la médula ósea ocupan 
un nicho en el que las señales de otras células y de otro 
tipo aseguran el mantenimiento del linaje de células 


Aletas, alas, picos y otras estructuras 


Las mutaciones ventajosas en organismos unicelula- 
res o en la línea germinal de los organismos pluricelu- 
lares es más probable que se hereden (es decir, que 
se transmitan a un mayor número de descendientes) 
si son ventajosas. Es un esquema sencillo, pero 
muchos se han preguntado si es suficiente para expli- 
car, por ejemplo, las muy diferentes formas de los 
picos de los pinzones de las Galápagos o la diversidad 
en tamaño y forma de los mamíferos. Hasta hace 
pocas décadas, hahía varias suposiciones ampliamen- 
te aceptadas sobre el proceso evolutivo: que eran 
necesarias muchas mutaciones y nuevos genes para 
crear nuevas estructuras físicas, que los organismos 
más complejos tendrían genomas mayores y que 
especies muy diferentes tendrían pocos genes en 
común. Todas estas suposiciones eran falsas. 

La genómica moderna ha revelado que el geno- 
ma humano contiene menos genes de los esperados, 
no muchos más que la mosca del vinagre y menos 
que algunos genomas de anfibios. Los genomas de los 
mamíferos, desde los ratones a los humanos, son 
sorprendentemente similares en el número, tipos y 
disposición cromosómica de sus genes. Al mismo 
tiempo la evo-devo nos muestra las complejas y muy 
diferentes criaturas que pueden evolucionar a partir 
de estos genomas. 

Los organismos mutantes mostrados en la Figura 


MAA son usó SU 
SWservaciónes para poner en duda el principio darwi- 
niano según el cual el cambio evolutivo tenía que ser 
gradual. Estudios recientes de los genes que contro- 
lan el desarrollo de los organismos han revalorizado 
las ideas de Bateson. Cambios sutiles en los patrones 
de regulación durante el desarrollo, consistentes en 
una sola o unas pocas mutaciones pueden dar lugar a 
cambios físicos notables e impulsar cambios evoluti- 
vos sorprendentemente rápidos. 

Los pinzones de las Galápagos son un magnífico 
ejemplo del vínculo entre evolución y desarrollo. Hay 
al menos 14 especies (15 según algunos investigado- 
res) de pinzones en las Galápagos, que se distinguen 
en buena medida por la estructura de sus picos. Los 
pinzones de suelo, por ejemplo, poseen picos anchos y 
resistentes adaptados a triturar semillas grandes y 
duras. Los pinzones de los cactus poseen picos más 


madre. Al mismo tiempo, algunas células hijas se dife- 
rencian para cubrir las necesidades de células sanguí- 
neas. La comprensión del nicho en el que operan las 
células madre y las señales producidas por el nicho es 
esencial en los esfuerzos para aprovechar el potencial 
de las células madre en la regeneración tisular. 

Todas las células madre presentan prohlemas en 
sus aplicaciones médicas en humanos. Las células 
madre adultas tienen una capacidad limitada de regene- 
ración de tejidos, están presentes en un pequeño núme- 
ro y son difíciles de aislar de un humano adulto. Las 


largos y finos ideales para alimentarse de frutos y flo- 
res de cactus (Fig. 1). Clifford Tabin y colaboradores 
examinaron cuidadosamente un conjunto de genes 
que se expresan durante el desarrollo craneofacial de 
las aves. Identificaron un gen único, Bmp+, cuyo nivel 
de expresión podía relacionarse con la formación de 
los picos más robustos de los pinzones de suelo. Tam- 
bién se formaban picos más robustos en los embriones 
de pollo cuando se expresaban artificialmente eleva- 
dos niveles de Bmp4 en los tejidos apropiados lo que 
confirmaba la importancia de Bmp+4. En un estudio 
similar, la formación de picos largos y finos pudo rela- 
cionarse con la expresión de calmodulina (véase la 
Fig. 12-12) en determinados tejidos en el estadio de 
desarrollo apropiado. Por tanto, cambios profundos en 
la forma y función del pico pueden ser el resultado de 
cambios sutiles en la expresión de solamente dos 
genes implicados en la regulación del desarrollo. Son 
necesarias muy pocas mutaciones, y éstas afectan al 
desarrollo. No se requieren nuevos genes. 

El sistema de genes reguladores que dirige el 
desarrollo está notablemente conservado entre los 
vertebrados. La expresión elevada de Bmp4 en el 
tejido y el momento adecuados da lugar a que las 
partes de la mandíbula sean más robustas en el pez 
cebra. El mismo gen juega un papel clave en el desa- 


Profundidad 
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rrollo de los dientes en los mamíferos. La expresión 
de un único gen, Pax6, desencadena el desarrollo de 
los ojos en la mosca del vinagre y en los mamíferos. El 
gen Paxó de ratón desencadena el desarrollo de ojos 
de mosca del vinagre en la mosca del vinagre y el gen 
Pax6 de la mosca del vinagre desencadena el desa- 
rrollo de ojos de ratón en el ratón. En cada organismo 
estos genes son parte de una cascada de regulación 
mucho más amplia que finalmente crea las estructu- 
ras correctas en las localizaciones adecuadas en cada 
organismo. La cascada es antigua; por ejemplo, los 
genes Hox (descritos en el texto) han formado parte 
del programa de desarrollo de los eucariotas multice- 
lulares durante más de 500 millones de años. Cambios 
sutiles en la cascada pueden tener grandes efectos 
sobre el desarrollo, y, por tanto, en la apariencia final 
del organismo. Estos mismos cambios sutiles pueden 
impulsar cambios evolutivos muy rápidos. Por ejem- 
plo, las 400 o 500 especies de Cichlidae (peces de 
aletas radiadas) en el lago Malawi y el lago Victoria en 
el continente africano derivan de una o unas pocas 
poblaciones que colonizaron estos lagos hace unos 
100.000 a 200.000 años. Los pinzones de las Galápa- 
gos simplemente siguieron el camino evolutivo y los 
cambios que las criaturas vivientes han seguido 
durante miles de millones de años. 
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FIGURA 1 Evolución de nuevas estructuras del pico para aprove- 
char nuevas fuentes de alimento. En los pinzones de las Galápagos, las 
diferentes estructuras de los picos del pinzón de los cactus y del gran 
pinzón de suelo, que se alimentan de diferentes tipos especializados 


células madre embrionarias poseen un potencial de 
diferenciación mucho mayor y pueden cultivarse para 
producir grandes cantidades de células, pero su uso 
genera preocupaciones éticas por la destrucción de 
embriones humanos que comporta. La identificación de 
una fuente abundante y médicamente útil de células 
madre que no presente este tipo de problemas es un 
importante objetivo de la investigación médica. 

La capacidad de cultivar células madre (es decir, 
mantenerlas en un estado indiferenciado) y manipular- 
las para que se dividan y se diferencien en tejidos parti- 


de gran profundidad/anchura 


de comida, san el resultado en gran medida de unas pocas mutacio- 
nes que alteraron el momento y el nivel de expresión de sólo dos 
genes, los que codifican la calmodulina (CaM) y la Bmp4. [Fuente: 
Información de A. Abzhanov et al. Nature 442:563, 2006, Fig. 4.] 


culares depende en gran medida de nuestros conoci- 
mientos de biología del desarrollo. James Thomson y 
colaboradores lograron en 1998 la identificación y el 
cultivo de células madre pluripotentes a partir de blas- 
tocistos humanos. Este avance hizo posible disponer de 


líneas celulares establecidas para la investigación. 


Hasta ahora se han utilizado sobre todo células 
madre embrionarias humanas y de ratón en la investiga- 
ción. Aunque ambos tipos de células madre son pluripo- 


tentes, requieren condiciones de cultivo muy diferen- 


tes, optimizadas para garantizar la división indefinida 
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FIGURA 28-45 Proliferación de las células madre frente a la diferencia- 
ción y el desarrollo. Las células madre deben mantener el balance entre 
auto-renovación y diferenciación. (a) Algunos patrones posibles de división 
celular que permiten la renovación de las células madre y la producción de 
algunas células diferenciadas. Cada célula puede producir una célula madre 
y una célula diferenciada, o dos células diferenciadas, o dos células madre 
en determinadas zonas de un tejido o un cultivo. O bien puede establecerse 
un gradiente de condiciones oe crecimiento con un destino celular distinto 
en un extremo u otro del gradiente. {b} Establecimiento de un nicho de 
desarrollo mediante el contacto de la célula madre con uma célula o grupo 
de células. Las señales moleculares suministradas por las células del nicho 
(en este caso, para las plantas, una célula del extremo distal) ayudan a 
orientar el huso mitótico para la división de la célula madre y aseguran que 
una de las células hijas retiene tas propiedades de una célula madre. 


sin diferenciación. Las células madre embrionarias de 
ratón se cultivan sobre una capa de gelatina y requieren 
la presencia del factor inhibidor de la leucemia (LIF). 
Las células madre embrionarias humanas se cultivan 
sobre una capa alimentadora de fibroblastos embriona- 
rios de ratón y requieren factor básico de crecimiento 
de fibroblastos (bFGF o FGF2). El uso de una capa ali- 
mentadora de células significa que las células de ratón 
suministran un producto que difunde o algún tipo de 
señal de superficie, todavía no identificados, que son 
necesarios para que las células madre humanas se divi- 
dan o para evitar su diferenciación. 

Un avance significativo, publicado en 2007, consis- 
tió en revertir la diferenciación. En efecto, se han repro- 
gramado células de la piel, primero de ratones y des- 


pués en humanos, para que 
adquieran las características 
de las células madre pluripo- 
tentes. La reprogramación con- 
siste en hacer que las células 
expresen al menos cuatro fac- 
tores de transcripción, Octá4, 
Sox2, Nanog y Lin28, conoci- 
dos todos ellos por contribuir 
al mantenimiento de las carac- 
terísticas de las células madre. 
El perfeccionamiento gradual 
de esta tecnología puede hacer 
innecesaria la recolección de 
células madre embrionarias y suministrar una fuente de 
células madre genéticamente idénticas a las de un 
paciente potencial. 

Nuestra discusión de la regulación del desarrollo 
nos devuelve al punto de partida bioquímico. La evolu- 
ción inspira las primeras y las últimas palabras de este 
libro. Si la evolución consiste en generar el tipo de cam- 
bios en un organismo que lo haría una especie diferente, 
el programa de desarrollo tiene que verse afectado. Los 
procesos de evolución y desarrollo van de la mano e 
intercambian información (Recuadro 28-1). El estudio 
continuado de la bioquímica está directamente implica- 
do en la mejora del futuro de la humanidad y en la com- 
prensión de nuestros orígenes. 


James Thomson 
[Fuente. Cortesía de James 
Thomson. ] 


En los eucariotas la regulación positiva es más fre- 
cuente que la negativa, y la transcripción está acompaña- 
da de grandes cambios en la estructura de la cromatina. 
Mi Los promotores de la Pol H tienen, habitualmente, 
una secuencia TATA y una secuencia Inr, así como múl- 
tiples sitios de unión para activadores de la transcrip- 
ción. Estos últimos sitios, a veces localizados a centena- 
res o a miles de pares de bases de la secuencia TATA, se 
denominan secuencias activadoras corriente arriba en 
levaduras y potenciadores en los eucariotas superiores. 
E Generalmente, hacen falta grandes complejos pro- 
teicos para regular la actividad transcripcional. Los 
efectos de los activadores de la transcripción sobre Pol 
H se deben a complejos de proteínas coactivadoras tales 
como Mediador. Las estructuras modulares de los acti- 
vadores tienen distintos dominios de activación y de 
unión al DNA. Otros complejos proteicos, incluidas las 
histona acetiltransferasas y los complejos dependientes 
de ATP, tales como SWYSNF y ISWI, remodelan reversi- 
blemente y modifican la estructura de la cromatina. 

MM Las hormonas afectan la regulación de la expresión 
génica de dos maneras distintas. Las hormonas esteroi- 
deas interaccionan directamente con receptores intra- 
celulares que son proteínas reguladoras de unión a 
DNA; la unión de la hormona tiene efectos positivos o 
negativos en la transcripción de los genes diana. Las 
hormonas no esteroideas se unen a receptores de 
superficie celular, activando una vía de señalización que 
puede producir la fosforilación de una proteína regula- 
dora que afecta su actividad. 

E La regulación mediada por ncRNAs juega un impor- 
tante papel en la expresión génica eucariótica, con la 


gama de mecanismos conocidos en expansión para incluir 
las interacciones con proteínas, mRNA, y otros ncRNAs. 
MM Los mecanismos de regulación más complejos se 
encuentran en el desarrollo de los organismos multice- 
lulares. El destino de las células en el embrión temprano 
está determinado por el establecimiento de los gradien- 
tes antero-posterior y dorso-ventral de las proteínas 
que actúan como activadores de la transcripción o de 
represores de la traducción, regulando los genes nece- 
sarios para el desarrollo de las estructuras correspon- 
dientes a cada parte del organismo. Hay conjuntos de 
genes reguladores que operan sucesivamente en el 
tiempo y en el espacio, transformando determinadas 
áreas de una célula huevo en estructuras predecibles en 
el organismo adulto. 

E La diferenciación de las células madre para dar teji- 
dos funcionales puede controlarse por señales y condi- 
ciones extracelulares. 


2 Términos clave 
Todos los términos en negrita están definidos en el glosario, 


genes constitutivos 1120 INO80 1140 

inducción 1120 histona acetiltransferasas 

represión 1120 (HAT) 1140 

factor potenciadores 1142 
de especificidad 1121 secuencias activadoras 

represor 1121 corriente arriba 

activador 1121 (UAS) 1142 


activadores de la 


RNA largo no codificante 
(IncRNA) 1121 

operador 1121 

regulación negativa 1122 

regulación positiva 1122 


regulador grupo de alta movilidad 

arquitectónico 1123 (HMG) 1144 
operón 1123 Mediador 1144 
hélice-giro-hélice 1126 complejo de preinicio 
dedo de zinc 1127 (PIC) 1144 
homeodominio 1127 proteína de unión a TATA 
homeosecuencia 1127 (TBP) 1144 
motivo de reconocimiento *lementos de 

de RNA (REM) 1127 respuesta hormonal 
cremallera (HRE) 1147 

de leucina 1128 RNA de interferencia 
hélice-lazo-hélice (RNA) 1150 

básico 1128 ncRNA 1151 
control polaridad 1152 

combinatorio 1129 metamerismo 1152 
proteína receptora genes maternos 1152 

de cAMP (CRP) 1130 MRNA maternos 1152 
regulón 1131 genes 


de segmentación 1152 
genes gap 1153 
genes de la regla par 1153 
genes de la polaridad 

de los segmentos 1153 


atenuación de la 
transcripción 1132 
represor 
traduccional 1135 
respuesta severa 1135 


ribointerruptor 1137 
variación de fase 11:38 
remodelación 

de la cromatina 1140 
SWUSNF 1140 
ISWI 1140 
CHD 1140 


genes homeóticos 1155 

genes Hox 1155 

totipolente 1157 

pluripotente 1157 

unipotente 1157 

células madre embriona- 
rias 1157 
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E Problemas 


1. Efecto de la estabilidad del mRNA y de la proteína en 
la regulación Se hacen crecer células E.coli en un medio 
con glucosa como única fuente de carbono. Se añade triptó- 
fano en un momento dado. Las células continúan creciendo y 
se dividen cada 30 min. Describa (cualitativamente) cómo 
cambia la actividad triptófano sintasa en las células bajo las 
siguientes condiciones: 

(a) El trp mRNA es estable (degradándose lentamente 
durante muchas horas). 

(b) El trp mRNA se degrada rápidamente, pero la triptó- 
fano sintasa es estable, 

(c) El trp mRNA y la triptófano sintasa son ambos degra- 
dados más rápidamente de lo normal. 


2. El operón lactosa Se construye un operón lac en un plás- 
mido, pero se inactivan todas las partes del operador lac 
(lacO) y el promotor lac, que son sustituidos por el sitio de 
unión del represor LexA (que actúa en la respuesta SOS) y un 
promotor regulado por LexA. El plásmido se introduce en cé- 
lulas de E. coli, cuyo operón lac contiene un gen lacz inactivo 
¿En qué condiciones estas células transformadas producirán 
8-galactosidasa? 

3. Regulación negativa Describa los efectos probables de la 
expresión génica en el operón lac de una mutación en (a) el 
operador iac que elimina la mayor parte de O ; (b) el gen laci 
que inactiva el represor; (c) el promotor que altera la región 
en torno a la posición —10. 


4. Unión específica al DNA por proteínas reguladoras Una 


AU orar bacteriana típica discrimina entre su sitio es- 
co de 


unión al DNA (operador) y el DNA no específico con 
un factor de 10* a 10°. Unas diez moléculas de represor por célula 
son suficientes para asegurar un elevado nivel de represión. Su- 
ponga que un represor muy similar existiese en una célula hu- 
mana, con una especificidad similar para su sitio de unión. 
¿Cuántas copias del represor se requerirían para obtener un ni- 
vel de represión similar al de la célula hacteriana? (Sugerencia: 
El genoma de E. coli contiene unos 4,6 millones de pb; el ge- 
noma haploide humano tiene unos 3.200 millones de pb). 


5. Concentración del represor en E. coli La constante de 
disociación de un complejo represor-operador determinado es 
muy baja, alrededor de 10° m. Una célula de E. coli (volumen 
2 x 10% mL) contiene 10 copias del represor. Calcule la con- 
centración celular de la proteína represora. ¿Qué relación 
guarda este valor con la constante de disociación del complejo 
represor-operador? ¿Cuál es el significado de este resultado? 


6. Represión por catabolito Se hacen crecer células de £. 
coli en un medio que contiene lactosa, pero sin glucosa. Indi- 
que si cada uno de los siguientes cambios o condiciones au- 
mentaría, disminuiría o no cambiaría la expresión del operón 
lac. Puede ayudarle dibujar un modelo que refleje qué está 
sucediendo en cada situación. 

(a) Adición de una elevada concentración de glucosa. 

(b) Una mutación que impida la disociación del represor 
Lac del operador. 

(c) Una mutación que inactive completamente la 2-galac- 
tosidasa. 

(d) Una mutación que inactive completamente la galactó- 
sido permeasa. 

(e) Una mutación que impida la unión de la CRP a su sitio 
de unión cerca del promotor lar. 
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7. Atenuación de la transcripción ¿Qué efectos tendrían 
las siguientes manipulaciones de la región guía del trp mRNA 
sobre la transcripción del operón trp de E. coli? 

(a) Aumento de la distancia (número de bases) entre el 
gen del péptido guía y la secuencia 2 

(b) Aumento de la distancia entre las secuencias 2 y 3 

(c) Eliminación de la secuencia 4 

(d) Cambio de los dos codones de Trp en el gen del pép- 
tido guía por codones de His 

(e) Eliminación del sitio de unión al ribosoma dei gen que 
codifica el péptido guía 

(Ð Cambio de varios nucleótidos en la secuencia 3 de ma- 
nera que pueda aparearse con la secuencia 4 pero no con la 
secuencia 2 


8. Represores y represión ¿De qué modo se vería afectada 
la respuesta SOS de E. coli por una mutación en el gen lexA 
que impidiese la hidrólisis autocatalítica de la proteína LexA? 


9. Regulación por recombinación En el sistema de varia- 
ción de fase de Salmonella, ¿qué efecto tendría sobre la célula 
que la recombinasa Hin se hiciese más activa y promoviese la 
recombinación (inversión del DNA) varias veces cn cada gene- 
ración celular? 


10. Inicio de la transcripción en eucariotas Se descubre 
una nueva actividad RNA polimerasa en extractos crudos de 
células procedentes de un hongo exótico. La RNA polimerasa 
inicia la transcripción solamente a partir de un único promotor 
altamente especializado. A medida que progresa la purifica- 
ción de la polimerasa su actividad se reduce y el enzima puri- 
ficado es completamente inactivo a menos que se añada 
extracto crudo a la mezcla de reacción. Sugiera e 


ción para estas observaciones. OP 


11. Dominios funcionales en proteínas reguladoras Se 
reemplaza el dominio de unión al DNA de la proteína Gal4 de 
levadura con el dominio de unión al DNA del represor Lac y se 
encuentra que la proteína modificada ya no regula la transcrip- 
ción de los genes GAL de levadura. Dibuje un diagrama de los 
diferentes dominios funcionales que esperaría encontrar en la 
proteína Gal4 y en la proteína modificada. ¿Por qué la proteína 
modificada ya no regula la transcripción de los genes GAL? 
¿Qué podría hacerse en el sitio de unión al DNA reconocido 
por esta proteína quimérica para hacerla funciona! en la acti- 
vación de la transcripción de los genes GAL? 


12. Modificación de los nucleosomas durante la acti- 
vación de la transcripción Para preparar una región genó- 
mica para la transcripción, ciertas histonas de sus nucleosomas 
se acetilan y metilan en sitios específicos. Cuando cesa la 
transcripción, estas modificaciones tienen que revertirse. En 
los mamíferos, la metilación de los residuos Arg de las histonas 
se revierte por peptidilarginina desiminasas (PADI). La reac- 
ción promovida por estos enzimas no genera arginina no meti- 
lada. En su lugar, se generan residuos de citrulina en la histona. 
¿Cuál es el otro producto de la reacción? Sugiera un meca- 
nismo para esta reacción. 


13. Represión génica en Eucariotas Explique por qué la 
represión génica en Eucariotas por un RNA sería más eficiente 
que la represión por una proteína represora. 


14, Mecanismos de la herencia en el desarrollo Un huevo 
de Drosophila que sea bcd-/bcd” puede desarrollarse de forma 
normal pero la mosca del vinagre adulta no será capaz de pro- 
ducir descendencia viable. Explíquelo. 


E Problema de análisis de datos 


15. Diseño de un conmutador genético en Escherichia 
coli La regulación génica se describe a menudo como un fe- 
nómeno de todo o nada: un gen se expresa plenamente o no se 
expresa en absoluto. De hecho, en la represión y la activación 
de un gen intervienen interacciones de unión de ligandos que 
hacen que los genes puedan tener niveles de expresión inter- 
medios cuando los niveles de moléculas reguladoras son mter- 
medios. Por ejemplo, en el operón łac de E. coli, considere el 
equilibrio de unión del represor Lac, el DNA operador y el in- 
ductor (véase la Fig. 28-8). Aunque este es un proceso coope- 
rativo complejo, puede ser representado aproximadamente 
por la siguiente reacción (R es el represor; IPTG es el inductor 
isopropil-3-p-tiogalactósido): 


Ka = 10m 


R + ¡PTG R + IPTG 


El represor libre, R, se une al operador e impide la transcrip- 
ción del operón łac; el complejo R-IPTG no se une al operador 
y, por tanto, la transcripción del operón lac puede proseguir. 
(a) Por medio de la Ecuación 5-8, podemos calcular el ni- 
vel de expresión relativo de las proteínas del operón łac en 
función de [IPTG]. A partir de este cálculo, determine en qué 
intervalo de [IPTG] variaría el nivel de expresión entre el 10% 
y el 90%, 
(b) Describa cualitativamente el nivel de las proteínas del 
operón lac en una célula de E. coli antes, durante y después 
la inducción con IPTG. No es necesario que calcule las can- 


3 ap TOINI exactos, la tendencia general es sufi- 


Gardner, Cantor y Collins (2000) se propusieron construir 
un “conmutador genético”, un sistema de regulación génica 
con las dos características clave, A y B, de un interruptor de 
luz. (A) Tiene sólo dos estados: está completamente encen- 
dido o completamente apagado; no es un interruptor gradual. 
En términos bioquímicos, el gen diana del sistema genético 
(operón) se expresa plenamente o no se expresa en absoluto; 
no puede expresarse a nivel intermedio. (B) Ambos estados 
son estables: aunque es necesario usar un dedo para mover el 
interruptor de un estado a otro, una vez realizada la operación 
y retirado ei dedo, el interruptor permanece en el estado se- 
leccionado. En términos bioquímicos, la exposición a un in- 
ductor o a alguna otra señal cambia el estado de expresión del 
gen o del operón, que permanece en este estado una vez se ha 
eliminado la señal. 

(c) Explique por qué el operón lac carece de las caracte- 
rísticas A y B. 

Para construir su “conmutador” Gardner y colaboradores 
diseñaron un plásmido con los siguientes componentes: 
ori Un origen de replicación 
amp? Un gen que confiere resistencia al antibiótico ampicilina 
OP, La región promotora del operador del operón tac de E. 
coli 
OP, La región promotora del operador del fago A 
laci El gen que codifica la proteína represora de lac, Lacl. En 
ausencia de IPTG, esta proteína reprime fuertemente a OP. 
en presencia de IPTG, permite la expresión plena a partir de 
aP 
rep" El gen que codifica un mutante sensible a temperatura de 
la proteína represora de 1, rep". A 37°C esta proteína reprime 
fuertemente a OP, ; a 42°C permite la expresión plena de OP. 


GFP El gen de la proteína verde fluorescente (GFP), una pro- 
teína reportera altamente fluorescente (véase la Fig. 9-16). 

T Terminador de la transcripción 

Estos componentes se dispusieron de tal modo (véase la figura 
a continuación) que los dos promotores se reprimiesen recí- 
procamente: OP__ controlaba la expresión de rep” y OP, con- 
trolaba la expresión de laci. El estado del sistema se siguió a 
través del nivel de expresión de GFP, que también se encon- 
traba bajo control de OP... 


represor lac 


represor À 


(d) El sistema tiene dos estados: GFP conectado (nivel de 
expresión elevado) y GFP desconectado (nivel de expresión 
bajo). Para cada estado, describa qué proteínas están presen- 
tes y qué promotores se están expresando. 

(e) Esperaríamos que el tratamiento con I 
el sistema de un estado a otro. ¿De cuál a cuál? Explique su 
razonamiento. 

(1) Esperaríamos que el tratamiento con calor (42*C) con- 
mutara el sistema de un estado a otro. ¿De cuál a cuál? Expt- 
que su razonamiento. 

(2) ¿Por qué esperaríamos que este plásmido tuviese las 
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características A y B descritas anteriormente? 

Para confirmar que su construcción efectivamente poseía 
estas características, Gardner y colaboradores mostraron pri- 
mero que, una vez conectado, el nivel de expresión de GFP 
(alto o bajo) se mantenía estable por largos períodos de tiempo 
(característica B). A continuación, midieron el nivel de GFP a 
diferentes concentraciones del inductor IPTG, con los siguien- 
tes resultados. 


10 
0,8 
0,6 
0,4 


0,2 


Expresión de GFP normalizada 


t 
108 105 x 10% 1073 1072 
[IPTG] (m) 


l1 Expresión de GFP normalizada 


Observaron que nivel promedio de expresión de GFP era in- 

termedio a una concentración X de IPTG. Sin embargo, cuando 

midieron el nivel de expresión de GFP en células individua- 

les a [IPTG} = X encontraron un nivel alto o un nivel bajo de 
GFP; ninguna célula mostró un nivel intermedio. 

(h) Explique por qué este hallazgo demuestra que el sis- 

tema tiene la característica A. ¿Qué provoca la expresión bi- 
iveles de expresión a [IPTG] = X? 


Referencia 

Gardner, T.S., C.R. Cantor, and J.J. Collins. 2000. 
Construction af a genetic toggle switch in Escherichia 
coli. Nature 403:339-342. r 


Bibliografía complementaria en: www.macmillanlearning.convLehningerBiochemistry7e 


— A m me e —— a 


Leyenda: 

f = figuras, r = material en recuadros; 

s = fórmulas estructurales; t = tablas; 

las cifras en negrita se referen a los términos 
destacados en negrita en el texto. 


À 

A Véase absorbancia 

A Véase adenina 

AAA + ATPasa, 989, 993 

AAT. Véase aspartato arvinotranferasa 
abrazadera deslizante ff, 987, 992%, 993 
absorbancia (4), BOr 


absorción, de grasas de la dieta, 848-649, 6481, 6491 


ACAT. Véase acil-CoA-colesterol acil transferaza 
ACC. Véase acetil-CoA carboxilasa 


aceites para cocinar, hidrogenación parcial de, 363, 


363f 


aceptores electrónicos universales, convergencia de 


electrones de la cadena respiratoria à, 
708-710, 7101 
acetil-CoA aceri transferasa, 832, 8321 
acetil-CoA carboxilasa (ACC), 805 
en regulación de la oxidación de ácidos grasos, 
659, 6591, 662 
formación de malanil-CoA por, 806-806, 8061 
regulación de, 812-814, 8131 
acetil-CoA. Véase acetil-coenzima A 
acetil<coenzima A lfacetil-CoA), 151, 155 


a partir de cuerpos cetánicos, 666-688, 667f, 66Bf 


degradación de aminoácidos a, 6881, 69M, 6951, 
6961 

en el ciclo del glioxilato, 794-796, 7961 

en hígado, 912-914, 9131, 914f 


en la síntesis de ácidos grasos, 808, 809-811, 8091, 


B10f 
lanzadera de, 812, 813f 
en la síntesis de colesterol, 841-834, 8311, 8341, 
B35f 


energía libre de hidrólisis de, 509-510, 511£, 61]t 


formación de malonilkCoA a partir de, BO5-806, 
BOGT 


oxidación de ácidos grasos a. Véase oxidación de 


ácidos grasos 
oxidación de piruvato a, 617 


canalización de sustratos en el complejo PDH, 


621, 621f 


coenzimas del complejo PDH, 619, 6191, 620f 


enzimas del complejo PDH, 619-820, 6201 
reacción de descarboxilación oxidativa, 
818-619, 6191 


regulación alostérica y covalente de, 637-638, 


63ar 
oxidación de. Véase ciclo del ácido cítrico 
regulación de la piruvalo quinasa por, 692-593, 
5931 
acetilación, 230, 321f 
de histonas, 1140-1141, 11411 
acetilcolina, 4285 
en señalización neuronal, 471, 472f 
aretoaceato, 666, 666s 
en diabetes mellitus, 930 
formación y uso del, 666-668, 667f, 668 
acetoacetato descarboxilasa, 667, 667f 
acetoacetil- ACP, 809f, 809 
acetona, 866, 6665 
en diabetes mellibus, 930 
formación y uso de la, 666-668, 667f, 6681 
aciclovir, 996, 996s 
acidemia argininosuccínica, 6944 
acidemia metilmalónica (MMA), 69t, 598-700, 
700r-701r 


ácido araquídico, estructura y propiedades de, 360t 


ácido araquidónico 
estructura y propiedades de, 380t 
icosanoides derivados de, 373-374, 3731 
ácido ascórbico. Véase viramina C 
ácido carbónico, como tampón. Véase sistema 
tampón de " 
ácido clavulánico, 225-227, 227f 
ácido desoxirribonucleico (DNA), 15, 30, 278 


absorción de la luz UY por, 296 
amplificación de, 


con vectores de clonación, 324-327, 324S, 3251, 


3261, 327f 
PCR, 301-303, 303f, 306r-307r, 333, 3331 
bases nitrogenadas del. Véase bases niLrogenadas 
cartograñiado de desnaturalización, 982 
circular cerrado, 968 clonado de. Véase clonado 
de DNA 
cloroplasto, 953 
complementario, 335, 3351, 336, 337, 1056-1057 
continuidad genética y, 30-31 
cruciforme, 961, 961f 
dañado. Véase reparación del DNA; mutaciones 
degradación de, 983 
desnaturalización y sellado de, 295-298, 297f 
empaquetamiento cromosómico de. Véase 
cromosomas 
en bacterias, 953, 9541F, 954t 
en eucariotas, 953-956, SAt, 955f 
en virus, 951-952, 9511, 9653t, 996 
enlaces fosfodiéster en, 284-286, 2855 
estructura del, 31, 31f 
desenrollarmiento de, 982, 982f 
doble hélice, 287-289, 2881, 289f 
efectos de las bases de los nucleótidos sobre, 
286-287, 286f, 287f 
inusuales, 291-293, 2911, 292f 
variación en, 290-291, 290f 
estudio de. Vénse genómica 
hebra no molde del, 1029, 1029f 
huella sobre, 1032r 
metilación de, 300-301 
mitocondrial, 955, 953 


combinación pd de sitio, 1006 
recombinante. Véase DNA recombinante 
relajado, 957, 958f 
rotación de la hebra, 1029 
rotura de doble cadena en, 1005-1015, 10081 
satélite, 958 
secuenciación de 
método de Sanger para, 303-305, 304f, 305f 
tecnologías para la, 305-311, 308f, 309f, 3101 
síntesis química de, 3021, 301 
subenrollamiento de, 958-959, 059f 
números de enlace que miden, 959-961, 960f, 
9611 
topoisomerasas que modifican, 961-963, 9621, 
9631, 9631, 964r-965r 
superenrollamiento del, 957, 9571, 9581 
números de enlace que describen, 959-961, 
960T, 961f 
plectonémico y solenoidal, 964, 965f, 965f 
replicación y transcripción y, 967, 958f 
topoisomerasas que modifican, 961-963, 962f, 
963f, DG3t, 964r-9651r 
subenrollamiento de, 958-961, 9691, 960f, 96 1f 
transcripeión de exones a partir de, 1041 
transcripción de intrones a partir de, 104] 
transcripción de. Véase transcripción 
transformaciones no enzimáticas del, 298-300, 
298f, 2991 
umión de la RNA polimerasa al, 1120-1121, 11211 
uracilo en, 891 


ácido docosohaenoico (DHAJ, 


síntesis de, 814f, 818 


ácido esteárico, estructura y propiedades, 360r 
ácido fitánico, 663 


a oxidación de, 665, 6651 


ácido fosfatídico fosfatasa, 831, B21f 
ácido fosfatídico, 3691, 831 


glicerofosfolípidas camo derivados de, 365-366, 
365f, 3661 
aíntesis de, 820-821, 8215, 824-825, B25f 


ácido galacturónico, 249 
ácido glucónico, 249 
ácido glucurónico, 249 


ácido hexacosanoico, 663 
ácido icosapentaernoico (EPA), 361, 818 
síntesis de, 818 
ácido láurica, estructura y propiedades, 360t, 361 
ácido lignocérico, estructura y propiedades, 360t 
ácido lmoleico, estructura y propiedades de, 360t 
ácido manurónico, 249 
ácido mirístico, estructura y propiedades de, 3601 
ácido M-acetilmurámico, 259-260, 2601 
ácido N-acetilneuramínico (Neu5ac) 249, 2491, 270 
en ganglósidos, 368 
ácido nalidíxico, 964r 
ácido nicotínico. Véase niacina 
ácido nitroso, daño al DNA causado por, 299-300, 
3001 
ácido oleico, estructura y propiedades, 360t 
ácido palmítico, estructura y propiedades de, 360t 
ácido palmitoleico, estructura y propiedades de, 
3601 
ácido pristánico, 662 
ácido retinokco CRA), 375-377, 3761, 3771, 906 
ácido ribanucleico (RNA), 281 
bases nitrogenadas. Véase bases nitrogenadas 
carte y empalme de intrones por, 1041-1045, 
1041f, 1042f, 1043f, 1044f 
de transferencla. Véase RNA de transferencia 
degradación de, 1040 
desnaturslización de, 296-298, 297f 
elongación de, 1038 
enlaces fosfodíéster en, 284-286, 285f 
estructura de, 
de cadena sencilla, 293, 294 
efectos de las bases nucleotídicas sobre, 236, 
2861, 287f 
mRNA, 293, Zf 
rRNA, 293-295, 294f, 296f, 1081-3084, 1082t, 
1091f 
tRNA, 293-295, 294f, 296£, 1094, 1084f, 1085f 
fuente de, 1027 
función especial, 1027-1028 
hidrólisis de, 285, 285f incRNA, 1121, 13148, 1151 
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Collins, Francis S., 343 

Collip, J. B., 90lr 

combustible, almacenamiento de, en homopolisacári- 
dos, 255-207, 2586f 
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compartir genes, 8271 
complefo de escisión del agus, 788, 769 
complejo de inicio, 1093, 1093f 
complejo de la glicina descarboxilasa, 787, 787f 
complejo de la nitrogenasa, 855 
fijación de nitrógeno por, 855-860, 8581, 859f, 
B601 
complejo de la plruvato deshidrogenasa (PDH>, 618 
canalización de sustratos en, 620-621, 6211 
coenzimas de, 619, 6191, 620f 
enzimas de, 619-620, 620f 
reacción de descarborllación oxidativa de, 
618-619, 619f 
regulación alostérica y covalente de, 637-638, 
6381 
complejo de la o-cetoácido deshidrogenasa de 
cadena ramificada, 6991, 700, 70] 
complejo de la a-cetoglutarato deshidrogenasa, 426 
en el ciclo del ácido cítrico, 6231, 626-628, 6281 
regulación de, 638f, 8399 
complejo de liberación de oxígeno, 768 
actividad de escisión del agua par, 788, 769f 
estructura de, 7691, 769 
complejo de preinicio (PIC), 1140f, 1144 
complejo de reconocimiento del origen (ORC), 
BBS,, 995f 
complejo de translocación de péptido, 1106, 1107f 
complejo del citocromo b,f 
flujo electrónico cíclico con, 765-786 
funciones duales de, 772, 77M 
unión de PSI y PSII con, 765 
complejo del citocromo bc,, 713, 714í, 716, 716f, 
717, 717f 
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en cianobacterias, 772-773, 7731 
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Complejo H, 713t, 7141, 716-716, 716£ 
Complejo M, 7131, 714f, 716-717, 716f, 717f 
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microscopia crio-etectrónica de, 720r-7217 
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compuestos fosfato de alta energía, 510-613, 5121 
compuestos fosforilados 
de alta energía, 511-513, 512f 
variación de energía libre de hidrólisis, 509-510, 
5091, 5101, 511f, 511t 
condensación aldólica, 503, 5031 
condensación de Chigen, 503, 503f 
como primer paso en el ciclo del ácido cítrico, 
6231, 624-825, 6241, 625f 
como primer paso en la síntesis de ácidos grasos, 
8091, 809-810 
condensinas, 974, 973f, 9741 
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536 
ácido láctico, 597, 537f, 552-553, 5541 
alimentos y productos químicos industriales 
"producidos por, 555-567 
etanol, 537, 5371, 553, S631, 558r 
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configuración, 16, 16f, 17-19, 17f, 18f 
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constante de Boltzmann, 194 
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161t 
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comparación entre enzimas mediante, 208, 205t 
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efectos de inhibidores reversibles sobre, 211-212, 
211t 
interpretación de, 203-206, 204t, 205t 
regulación metabólica y, 5761, 577, 5771 
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en sistemas biológicos, 496-497 
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y gruesos, 192-183, 181f 
regulación de, 183, 183f, 451-453 
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efectos de la insulina sobre, 923, 924f, 9231 
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funciones metabólicas del, 918-920, 917f, 918f, 
918r-919r, 920f 
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918r-919r, 9201 
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interacciones de, 183, 182f 1891 


miosina y actina, 179-180, 180f 
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delgados y gruesos, 183-183, 181F 
regulación de, 183, 183f, 451-453 
regulación glucídica en, 609-611, 6101, 611f 
transporte de amoníaco desde, 680, 6811 
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contro] cambinatorio, 1129, 1141, 1142f 
control metabólico, 678 
coutrol por aceptor, 737 
convenciones sobre nomenclatura. 980 
conversión interna, centros de reacción foloquímicos 
y, 761-762 
cooperatividad, 438, 
de la transducción de señales, 437-438, 4381 
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efectos del NO sobre, 466 
plasmalógenos en, 367, 3671 
tejido muscular del Véase músculo cardíaco 
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corte y empalme de RNA, 1039 
corticosteroides, 905 
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por, 823, 8241 
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cotransportador acil-camitina/carnitina, 661, 632f 
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gradientes iónicos proporcionan energía para, 
418-422, 419t, 421f, 422f 
cotransporte paralelo (uriport), 412, 412f 
Coumadin. Véase Warfarina 
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COX-2. Véase ciclooxgenasa-2 
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COX4-1, 73Bf, 738 
COX4-2, 7381, 738 
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CPT1. Véase carnitina palmitiltransferasa 1 
CPT2. Véase carnitina palmitiltransferasa 2 
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de proteínas, 90, 91f 
cromatografia en capa fins (TLC), de lípidos, 380, 
3801 
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bacterianos, 325-328, 326f 
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nucleosomas, 966-975, 9671, 968f, 969f, 
970r-971r, 972f, 9731f 
proteínas SMC, 974-975, 9731, 9741 
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replicación campleta de, 1017-1018, 10181 
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degradación de ácidos grasos a, 066-667, 6671, 6681 
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en inenición, 667-668, 668f 
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curva de saturación sigmoidea, de enzimas 
alosiéricos, 229-230, 230f 
curva de unión sigmoidea, para el oxígeno, 166, 166f 
curvas de titulación, 02, 621, 63, 63f 
de aminoácidos, 81-85, 83f, 84f, 85f 
curvatura, de membranas, procesamiento biológico 
que utiliza, 403-405, 403f, 4045 


D 
pb-aminoácido oxidasa, 692 
p-aminoácidos, utilización por las bacterias de, 879 
p-S-hidroxibutirato deshidrogenasa, 666, 667f 
b-£hidroxibutirata, 866, 6665 
en diabetes mellitus, 930-931 
formación y uso de, 606-667, 667f, 668f 
Dalton, John, 458r 
gallons, 13r 
Dam metilasa, 989t, 990 
en reparación de apareamientos incorrectos, 998 
Dam, Henrik, 378 
Darwin, Charles, 1158r 
Dayhoff, Margaret Oakley, 76 
DBRP. Véase proteína reconocedora de la secuencia 
de destrucción 
DCCD. Véase dictciohexilcarboditmida 
dCDP. Véase desoxicitidina difosfato 
DDI. Véase didesoxíiinosina 
ddNTP. Véase didexosinucleósidos trifosfato 
de inmunoglobulinas, recombinación de, 1020-1021, 
1020f, 1021f 
dedo de zinc, 1127, 11271 
deficiencia de HDL familiar, $44, 844í 
deficiencia de yodo, 906, 906f 
degradación de Edman, 97, 98-99, 99f 
AG. Véase cambio de energía libre, 
AG". Véase cambio de energía libre estándar 
bioquímica 
AG*, Véase energía de activación 
AG, . Véase energía de fijación 
AG”. Véase cambio de energía libre estándar 
ôG, Véase potencial de fosforilación 
demencia frontotermporal, plegamiento proteico 
incorrecto en, 150 
dendrotoxina, 430, 472 
densidad superhelicoidal (o), 960, 961 
derivados de esfingosina, como señales intracehula- 
res, 372-373 
derivados de hidrocarburos, ácidos grasos camo, 
359-362, 360t, 461f 
dermatán sulfato, 281 
desacilsación, en el mecanismo de la quimotriipsina, 
216-217, 220, 216, 2171, 218f-219f 
desaminación oxidativa, 678 
del glutamato, 678-680, 6907 
desaminación, de nucleótidos, 298-300, 298r, 300f 
desaminasas inducidas por activación (AID) 1078, 
1079 
desarrollo, 
cascada de proteínas reguladoras en el, 
1151-1157, 1162f, 1163f, 1154f, 1155f, 11561 
desaturación, de ácidos grasos saturados, 815, 815f, 
816r-817r, 818 
descarboxilación oxidativa, 818 
del piruvato en el complejo PDH 618-619, 6191 
mecanismo enzimático conservado en, 628, 6285 
descarboxilaciones, 503, 5031 
desensíbllización, 448 
de los receptores B-adrenérgicos, 448-449, 4481, 
4491 
en la transducción de señal, 438f, 439 
desfosforilación, 629r 
de la glucógeno sintasa, 607-608, 608f 
en la regulación metabólica, 578, 578£ 
deshidratación 
del 2-fosfoglicerato, como paso 9 en la ruta 
glucolítica, 6361, 644 
en la síntesis de ácidos grasos, 80%f, 810 
deshidrogenación, 519 
en oxidaciones biológicas, 518-519, 518f 
deshúidrogenasas unidas a nucleótido de nicotinami- 
da, 709 
deshidrogenasas, 519 
acciones del NADH y NADPH con, 622-523, 522f, 
5231 
en la cadena respiratoria mitocondrial, 708-710, 
710t 
desmina, 182 
desmosina, 81, 82s 
desnaturalización, 143 
de ácidos nuicleicos, 295-298, 297f 
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de proteínas, 142, 143f 
pérdida de función con, 143-144, 1431 
renaturalización después de, 144, 144f 
desnitrificación, 864, 8541 
desolvatación, 198 
por enzimas, 1989 
desomadernilato, 2835 
desoxiadenosina, 2835 
desoxicitidilato, 2835 
desoxicitidina difostato(dCDP), sintesis de timidilaro 
a partir de, 890, 891f 
desoxicitidina, 284s 
desoxiguanilato, 2838 
desoxiguanosina, 2835 
desoxMermoglobina, 184, 165f 
estructura de, 142f 
unión de BPG a, 172, 1721 
desoxirribanucleótidos, 31, 283, 283s, 284 
biosíntesis de, 987-890, 8881, 889f, B90f 
desoxirrubicina (Adriamicina), 965r 
resistencia tumoral a, 418 
desoxitimidilato, 283s 
desoxitimidina, 283s 
desoxiuridina monofosfato (dUMP), síntesis de 
tirridilato a partir de, 890-891, 8911 
desplazamiento de marco en la uraducción, 1077, 
1077f£, 1078-1079, 1078f, 1079f 
desplazamiento de marco, 1077-1079, 10771, 1078f, 
1078f 
desplazamiento nucieofllico, 505-506, 505f 
en reacciones con ATP, 513-514, 51311, 515r 
utilización por le lisozima de, 223-226, 223f, 224f 
desplazamientos nucleofílicos S 2. 504-506, 505f 
en reacciones del ATP, 513-514, 5131 515r 
despolarización, de neuronas, 473, 472f 
despurinación, de nucleótidos, 298-290, 2981 
destinos metabólicos de los grupos amino, 874, 
675 
degradación enzimática de las proteínas de la 
dieta, 675-677, 676f 
liberación de amoniaco por el glutamato, 
677-678, 680f 
toxicidad del amoníaco y, 690-683 
Cransjerencia de grupos a-amino al a-cetoghuta- 
rato, 677, 6771, 678f, 679 
transporte de amoníaco por la alanina, 880, 
6B1f 
transporte de amoníaco por la glutamina, 
678-680, 680f 
desviación del aspartato-argininosuccinato, 684, 
6851 
determinante anligénico, 178 
dexametasona, regulación de la fosfoenohpiruvato 
carboxiquinasa por, 823, 824f 
dextranos, 356 
enlace glucosídico en, 2581 
estructuras y funciones de, 262f 
evolución ligada al, 11687-1159r 
dextrinas, en las rutas alimentadoras de la glucólisis, 
549 
dextrosa, 244 
DFMO. Véase difivorametilornitina 
DGDG. Véase digalactosildiacilgliceroles 
DH. Véase £-hidroxiacil-ACP deshidratasa 
DHA. Véase ácido docosahexanoico 
DHAP Véase dihidroxiacetona fosfato 
diabetes insípida, transporte defectuoso de agua en, 
411r, 424 
diabetes juvenil de aparición en la madurez (MODY), 
D97r 
diabetes mellitus dependiente de insulina. Véase 
diabetes mellitus tipo 1 
diabetes mellitus neonaral, 925 
diabetes mellitus no dependiente de insulina. Véase 
diabetes mellitus tipo 2 
diabetes mellitus tipo 1, 597r-598r, 930 
defectos de insulina en, 930-931 
glucóbsis en, 548, 548f 
insulina para, 901r 
transporte defectuoso de glucosa en, 411r, 
545-548, MA8r 
diabetes mellitus tipo 2, 597r, 990, 941 
defectos de insulina en, 930-931 
gestión de, 
híguanidas, 943, 943t 
cirugía, D42-943, 9431, 9441 
dieta y ejercicio, 942-943, M3i 
glifozinas, 423 
sulforilureas, 924-925, 942, 9431 
tiazolidinadionas, 823, 941-943, 643t 


obesidad asociada a, 941, 942f 
papel de 5CD en, 815 
resistencia a la insulina en, 941, 942f 
diabetes mellitus, 930 
acidosis en, 67-68, 67f, 69r, 867-668, 930 
defectos de insulina causantes, 930-931 
defectos mitocondriales causantes, 745-746 
medición de la glucosa sanguínea en, 250r-2615 
metabolismo de cambustible en incontralada, 
927-929, 927t, 928Bf, B291 
MODY, 597r 
neonatal, 925 
plegamiento incorrecto de proteínas en, 149 
producción de cuerpos cetónicos en, 667-668, 
6681, 930 
síntesis de triacilgliceroies en, 822, 822f 
tipo 1. Véase diabetes mellitus tipo t 
tipo 2. Véase diabetes mellitus tipo 2 
discilgbicerol 3-fosfato, 3661, 820 
glicerofosfolípidos como derivados de, 365-366, 
365f, 3661 
sintesis de, 820-821, 821f 
diacilglicerol, 450 
como señal intracelujar, 372 
como segundo mensajero, 450-451, 4511, 454f 
diagrama de coordenada de reacción, 192, 192f, 
1931 
para la ATP sintasa, 728, 7291 
diagrama de perspectiva, 16, 16f 
diagrama topológico, 1401, 141 
diáhisis, 89 
diastereámeros, 17, 18f 
diazótrofos, fijación del nitrógeno por, 855-860, 
8581, 8591, B60f 
diciclohexilcarbodiimida (DCCD), 715t 
diclorovacetato, Inhibición de la piruvato deshidro- 
geasa quinasa por, 638 
dicrómatas rojos, 487 
dicramatos verdes”, 457, 458r 
didesoxiinosina (DDD), 1059r 
didesoxinucleósidos trifosfato (ddNTP), 303-304, 


regulación de la masa corporal por la, 937.93B, 
937f, 938f 
diferencia específica de enlace, 980, 961 
diferenciación celular 575 
diferenciación, celular, 576, 1157-1160, 11571, 1160f 
diftuorometilomitina (DFMO), 213r-234r 
DIFP. Véase diisopropilfivorofosfato 
difracción por rayos X 
del DNA, 288, 2881 
determinación de la estructura de proteínas 
mediante, 134r-135r 
difusión 
de lípidos de la membrana, 
a saltos, 400, 400f 
flip-flop, 398-399, 399f 
lateral, 398-401, 3991, 400f, 401f 
de salutos a iravés de membranas, 406-407, 406f, 
407f 
dimensiones celulares y, 3-4, 4f 
difusión facilitada, 406 
difusión flip-flop, de lípidos de membrana, 398-399, 
3991 
difusión lateral, de lípidos de membrana, 398-401, 
3991, 400f, 4011 
difusión por saltos, de lípidos de membrana, 400, 
4001 
difusión simple, 406, 4081 
digalactosildiacilgliceroles (DGDG), 367f 
digestión 
de grasas, 648-649, 6481, 6491 
de proteínas, 675-677, 6761 
digesto parcial, 323 
dihidrobiopterina reductasa, 696, 6971 
dihidrofalato reductasa, 195f, 800 
en la síntesis de timidilato, 890, 8911 
inhibición de, 893, 896f, 894-895 
dihidrolipoil deshidrogenasa, 819, 620, 620f 
canalización de sustrato de la, 620-821, 6211 
dihidro!ipoil transscetilasa, 618, 620, 620f 
_canalización de sustrato de la, 620-621, 621f 
dihidroorotasa, 886, 886f 
dihidroorotato deshidrogenasa, 720 
transferencia de electranes por, 7191, 720 
ditidrouridina, 10481 


dihidroxiacelona fosfalo (DHAP), 540 
en el ciclo de Calvin, 7811, 7821, 778-779 
sistema de cotransporte antiparalejo P -triosa 
fosfato y, 781-783, 7831 
en la ruta glucolítica, 535, 536, 5361, 539, 541f, 
542f 
en la síntesis de triacijglicerales y glicerofosfoipi- 
dos, 820, 8211 
dihidroxiacetona, 244, 244s, 246s 
diisopropilAuorofosfato (DIFP), 212f 
dímeros de pirimidina, 299, 2991 
reparación por la fotalíasa de, 1002-1003, 10031 
dfmeros, pirimidina, 299, 2991 
dimetil-lisina, 1102f 
dimetilatil pirofosfato, 832 
en la síntesis de colesterol, 831-832, 3321 
dimetllsulfato, 300, 3DOf 
dinamina, 1111, 11111 
dineínas, 179 
dinitrogenasa reductasa, 230, 855, 858-860, 858f, 
859f 
dinitrogenesa, 855, 858-860, 868f, 859f 
Dintzis, Howard, 1089, 1089f 
dióxido de carbono (CO) 
biotina comno transportador de, 635-537, 6361, 
637f 
cambio climálico y, 788r-789r 
como tampón. Véase sistema tampón de 
bicarbonato 
oxidación de la glucosa a. Véase oxidación de la 
glucosa 
oxidación del isocitrato a, 6231, 625-626, 628f 
oxidación del a-cetoglutrato a, 6231, 626-628, 
62Af 
transporte por la hemoglobina de, 170-171, 170f 
dioxigenasas, B18r 
dipolo, de una hélice a, 122, 122f 
direccianado (targetring) de proteínas 
de proteínas nucleares, 1109, 1110f 
en bacterias, 1109-1121, 1110f, 1111f 
endocitosis mediada por receptor en, 1111-1112, 
1111f 11121 
glucosilación en, 1106-1109, 1107f, 1108f 
modificación postraducción en el retículo 
endoplasmático, 1105-1106, 1106f, 1107f 
direccionamiento, de proteínas, 
de proteínas nucleares, 1109, 11101 
en bacterias, 1109-1111, 11205 
endocitosis mediada por receptor en, 1111-1112, 
11111, 1112f 
glucosilación en, 1106-1109, 1106f, 1107f, 11091 
modificación postraducción en el retículo 
endoplasmático en, 1105-1106, 1106f,11071 
disacáridos, 243, 245 
en rutas alumentadoras de la glucólisis, 549, 549f 
enlace glucosídico en, 252-253, 2521, 2531, 2531 
nomenclatura de, 252-259, 253t 
sabor dulce de, 254r-255r 
disco Z, 181f 182, 183 
diseño racional de fármacos, inactivadores suicidas 
en, 212, 214r-214r 
disfunción eréctil, inhibidores de la PDE para, 466 
disoivente, agua como, Véase soluciones acuosas 
disolventes 
para la extracción de Mpidos, 380, 3801 
propiedades coligativas de, 55-58, 56f 
punto de fusión, punto de ebullicián, y calor de 
vaporización, 48t 
disruptores endocrinos, 905 
divicina, 566r 
DNA circulares cerrados, 9458 
DNA complementarios, 335, 335f, 338, 3371, 338, 
1057 
DNA cruciforme, 961-962, 961f 
DNA de cloroplasto (cpDNA), 955 
DNA de secuencia simple, 936 
DNA fotoliasas, 998:, 1002-1003, 1003f 
DNA girasa, 989t, 992t 
DNA glucosilasas, 1000 
DNA helicasa II, 999 
DNA ligasas, 321, 524, 987, 9921 
DNA recombinante a partir de, 320-324, 321f, 
321t, 922t, 3231 
en el traslado de mella, 989 
en reparación de apareanúentos incorrectos, 999 
DNA mitocondrial (mtDNA), 953-955, 955f 
variaciones en el código genético de, 1074r 
DNA no codificante, en el genoma humano, 346 
DNA polimerasa 1, 983 
corrección de pruebas por, 985, 986f 


descubrimiento de, 983 
en el traslado de mella, 9861, 987 
fragmento grande (Klenow) de, 987 
funciones de, 985-986, 9921 
DNA polimerasa ll, 986, 987f 
DNA polimerasa M, 986, 987, 987f 
en elongación, 990-993, 9921 
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299 
funciones de, 9921 
subunidades de, 988f, 9881 
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DNA polimerasa 5, 1005 
DNA polimerasa 6, 996 
DNA polimerasa e, 996 
DNA polimerasa », 1005 
DNA polimerasa :, 1005 
DNA polimerasa A, 1005 
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cebador en, 984, 9841 
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disociación y reasociación de, B34 
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replicación del DNA 
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en traslado de mella, 986f, 987 
funciones de, 985-997, 982t 
mecanismos de reacción de, BS4f 
molde para, 983, B94f 
procesividad de, 984 
propiedades de, 987t 
tipos de, 985-987, 997t, 983t 
vírica, 996 
DNA primasas, 987, 9891 990, 991f, 9921 
DNA recombinante, 320 
adaptaciones de la PCR para, 333, 3321, 334f 
endonucleasas de restricción y DNA ligasas que 
producen, 320-324, 321f 321t, 322t, 3231 
producción de proteínas mediante 
etiquetas para la purificación de, 331-333, 3321, 
3321 
genes y protefnas alterados, 330-331, 3311 
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sistemas de células de mamifero utilizados en, 
329-330 
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utilizados en, 329, 3301 
sistemas de levaduras utilizados en, 329 
vectores de expresión para, 327-328, 328f 
vectores de clonación para 
BAC, 325, 320f 
expresión, 328, 3281 
plásmidos, 324-325, 324f, 3251 
YAC, 326-327, 327f 
DNA relajado, 957, 9581 
DNA natélite, 958 
DNA tríplex, 392, 2921 
DNA-PKcs, 1016, 10161 
DNA. Véase acido desoxirribonucleico 
DNasas, 883 
DNP. Véase 2,4-dinitrofenol 
doble hélice 
DNA, 297-289, 2881, 2891, 2901 
desnaturalización y fusión, 295-296, 297f 
desenrollamiento de, 292, 9821 
RNA-DNA, 1028f, 1029 
doble hélice RNA-DNA, 1028f, 1029 
dobles enlaces, en ácidos grasos, 359-361 
dodeci sulfato sódico (SDS), 93f, 92, 94f, 95f 
Daisy, Edward A., 378 ` 
dolicojes, 377f, 379 
dominio carboxilo terminal, 1034 
dominio de activación acídico, 1148, 11481 
acidosis, 61, 668 
cuerpos cetónicos que producen, 667-669, 930 ` 
efectos de, 68r 
en diabetes mellitus, 67-68, 67f, 68r, 669, 930 
grupos R acídicos, 79f, B1 


metabólica, 680 
dominio de activación rico en prolina, 1148. 1147 
dominio de homología de la pleckstrina (PH), 468 
en proleínas anfitrópicas, 397 
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sobre Grb2, 461, 462f 
sobre PISK, 463, 4631 
sobre proteínas arúitrópicas, 397 
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estabilización del ATP por, 728, 7281 
estructura y conformciones de, 729, 730f 
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733f 
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1147f 
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Drosophila melanogaster, regulación del 
desarrollo, 1151-1157, 1152f, 1153f, 11541, 
11551, 1166f 

DUE. Véase elernmento de desenrollamiento del DNA 

dulzor, de los azúcares, 254r-2557 

dUMP. Véanse desoxiuridina monofoafato 
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E. Véase potencial de reducción 
E". Véase potencial de reducción estándar 
EZF, en regulación del ciclo celular, 478, 480, 4791 
ECM. Véase matriz extracelular 
ecuación de equilibrio, 160 
para la unión reversible protelna-ligando, 
160-162, 160f, 161t 
ecuación de Henderson-Hasselbalch, 44 
ecuación de Hill, 167 
ecuación de Lineweaver-Burk, 204r 
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en reacciones bisustrato, 206-208, 23071 
para un inhibidor acompetitivo, 212 
para un inhibidor competitivo, 210 
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transformaciones de, 204r 
ecuación de Nemat, 520 
ecuación de velocidad, 192, 203 
Michaelis-Menten, 203 
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edición del RNA, 1078 
antes de la traducción, 1077-1079, 10771, 
10781 
Edman. Pehr, 97, 99f 
edulcorantes artificiales, 254r-2557 
efecto Bohr, 170 
efecto hipercrúmico, 94 
efecto hipocrómico, 297 
efecto invernadero, 788r-789r 
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efectores, 1123 


1-13 


Índice 


efectos estéricos, plegamiento de homopolisacáridos 
y, 258-259, 2581, 2591, 2601 
efectos hidrofóbicos, 62, 118 
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encefalopatía espongiforme bovina (BSE), 
150r-151r 
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endonucleasas de restricción tipo I, 322, 322t 
endonucleasas de restricción, $21 
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endosimbiosis, 37 
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en reacciones enzimáticas, 193-194, 193f 
energía de unión y, 197, 197f 
relación de la constante de velocidad con, 194 
energía de disociación de enlace, 48 
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enfermedades del almacenamiento del glucógeno, 
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Abreviaturas de los aminoácidos 


A Ala Alanina N Asn Asparagina 

B Asx Asparagina o P Pro Prolina 
aspartato Q Gin Glutamina 

C Cys Cisteína R Arg Arginina 

D Asp Aspartato S Ser Serina 

E Glu Glutamato T Thr Treonina 

F Phe Fenilalanina k Val Valina 

G Gly Glicina W Trp Triptófano 

H His Histidina X ES Desconocido o 

I lle Isoleucina armoácido no estándar 

K Lys Lisina Tyr Tirosina 

L Leu Leucina Z Glx Glutanina 

M Met Metionina o glutamato 


Asx y Glx se utilizan en la descripción de resultados de procedimientos analíticos de aminoácidos en los que Asp y Glu 
no se distinguen fácimente de sus correspondientes amidas, Asn y Gln. 


Código genéticos estándar 

UUU Phe UCU Ser UAL Tyr UGU Cys 
UUC Phe UCC Ser UAC Tyr UGC Cys 
UUA Leu UCA Ser UAA Stop UGA Stop 
LEUG Leu UCG Ser UAG Stop UGG Tre 
CUU Leu CCU Pro CAU His CGU Arg 
CUC Leu ccc Pro CAC Hìs CGC Arg 
CUA Leu CCA Pro CAA Gin CGA Arg 
CUG Leu COG Pro CAG Gin CGG Arg 
AUU Ie ACU Thr AAT Asn AGU Ser 
AUC Ile ACC Thr AAC Asn AGC Ser 
AUA le ACA Thr AAA Lys AGA Arg 
AUG Met* ACG Thr AAG Lys AGG Arg 
GUU Val GCU Ala GAU ASp GGU Gly 
GUC Val GCC Ala GAC Asp GGC Gly 
GUA Val GCA Ala GAA Glu GGA Gly 
GUG Val GCG Ala GAG Glu GGG Gly 


*AUG tandién actúa como codón de inicio en ia síntesis de proteínas. 


